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RESUMEN 

La biomatriz hepática es el único substrato que ha pe~ 

mitido la s0brevida de los hepacocicos en cul tivo po r perí~ 

dos prolon gados (4 mes~s), y aunque se han identificado ya 

algunas de las funciones que las células realizan en dicho 

s ubstrato, a la fecha no se ha efectuado un estudio cuanti 

tativo de tales funciones . En este traba jo se reporta la 

fase incial de una caracte rización c uanti tativa de cultivos 

primarios de hepatocitos de r3 ta normal adu lta sobre bio­

matriz hepática de rata, considerando como parámet r os la sí~ 

tesis de proteínas y de DNA, así como el mantenimiento del 

fenotipo adulto y de la morfología celular. Todos los est~ 

dios se realizaron a las 24 horas de haber iniciado el cul ­

tivo . Los resultados obtenidos indican que existe una sínte 

sis activa de proteínas tanto celulares como de exportación , 

la cual se mantiene en alto grado aún a los 7 días de culti 

vadas las células; además los hepatocitos pare c en sintetiza r 

DNA, y mantienen una morfología y un fenotipo similares a 

los que muestran i" vivo . Se observó también que la activ! 

dad de la enzima lactato deshidro genasa (LDH) es un mét odo 

muy adecuado para cuantificar hepatocitos cul t i vados sob r e 

b iomatriz . Estos datos , en conj unto, abren perspectivas pa~a 

el uso de este sistema en estudios tal es como la inducción 

itt vit~o de la ca r cinogé nesis , diferenciación, et c . 
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lNTRODUCCION 

El hígado puede considerarse C011lo una glándula endocrina 

puesto que produce una gran cantidad · de proteínas y· lfpidos -

sanguíneos, y a la vez coao una glándula ex6crína, ya que 3~ 

creta bilis en el luaen intestinal. Además, este órgano fil 

tra materiales de diversos orígenes que llegan a él a través 

de la circulación sangufnea, regula las concentraciones pla~ 

máticas de aultitud de aetaholitos y detoxifica al organismo 

de substancias extrañas (1). 

Como glándula endocrina, el hígado es el sitio de sínte 

sis de la mayoría de las proteínas del plasma tales como la 

albúmina, transferrina, lipoproteínas de alta y baja densi­

dad, fibrinógeno y protoabina (2-7) así como de la mayoría 

de las antiproteasas (8). También es capaz de aumentar los 

niveles plasmáticos de un cierto nGmero de a-globulinas -

(haptoglobina, ceruloplasmina, a¡-glicoproteína ácida) o 

bien de hacerlas prese ntes, como en e l caso de la a 2 -macr~ 

globulina, la cual es detectada después de que se ha desen 

cadenado un proceso infeccioso (9-11). 

Dentro de las funciones exócrinas del hígado está la 

eliminación de bilirrubina, esteroides y otros compuestos 

semejantes que deben transportarse en la circulación unidos 

a proteínas plasaáticas, por lo c ual la excreción renal de 

dichos complejos no es posible. Tal fun ; ión excretora la 
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realiza el hígado gracias a que las grandes ventanas de las 

células endoteliales de los sinusoides permiten el libre -

acceso de los complejos al espacio de Disse y , en es ta forma, 

su arribo a la membrana del hepatocito, donde acarreado=es 

específicos facilitan el desacoplamien t o de las moléculas 

enlazadas y su transporte al interior de las células, en el 

c ua l son transformadas en moléculas co n mayor grado de hidr~ 

filic i dad, pudiendo de este modo secr etarse en la bilis junto 

con sélidos orgánicos entre los que fi guran las sales orgá­

nicas, lecitina y colesterol, así como compuestos inorgánicos, 

principalmente sales s6dicas (12,13). 

El hígado juega además un papel central en el manteni-

miento de la homeostasis de c a r.bohidratos (14). Durante la 

alimentaci6n la glucosa que no es utilizada se almacena en 

el hígado en forma de glucógeno, el c ual durante períodos 

p•olongados de inanición pu ede hidrolizarse pa~a dar glucosa 

g racias a la glucogenolisis. De esta manera el hígado p rovee 

de g lucosa a los tejidos que la utilizan como único comb u sti 

ble, particularmente el c ereb ro. 

La detoxificación de compuestos extraños es una función 

oás del hígado . Existe una gran cantidad de drogas que, de­

bido a la semejanza que guardan con respecto a compuestos -

normalmente presentes en el organismo, pueden ser metaboliz~ 

dos de manera similar a djchos compuestos. Sin embargo, los 
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compuestos extraños que no tienen contraparte endógena son g~ 

neralmente metabolizados en el hígado por enzimas no especí-

ficas, Para tal efecto existen dos. vías principales; la -

primera incluye reacciones que pueden transform~r un grupo 

fun cina l en otro o introduc ir grupos p¿lares en compuestos 

hidrofóbicos; la segunda comprende reacciones que conjugan 

grupos polares con glucuronato , sulfato, g licina, glutamina 

y grupos metilo (15) . 

De acuerdo a lo señalado anteriorment e el hígado es un 

efector cen tral en la homeostasis de los mamíferos, y es pór 

esta raz6n qu e se han diseña do algunos método s que permitan 

estudiar ~n v~t~o y en forma separada, diversos aspectos de 

su fisiología. Cuatro preparaciones son de uso general para 

tal efecto: hígado aislado perfundido, incubación de reban~ 

das hepáticas, cultivos de lineas celulares hepáti ca s y culti 

vos de células parenquimatosas de hígado (16). Aunque todas 

estas preparaciones han aportado conocimientos importnates, 

cada una tiene sus limitaciones metodológi cas. El hígado 

aislado perfundido y las rebanadas hepSticas implican el uso 

de tejido no fraccionado, y en consecuencia fallan en la dis 

criminación funcional entre las células parenquimatosas y -

las sinusoidales (16). En la búsqueda de uan preparación más 

homogénea de células se desarrollaron los cultivos d e lineas 

celulares provenientes de explantes de hígado (17) . Estas 

lineas c e lulares satisfacen los req ·. erimientos de hamo -
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geneidad, pero generalmente fallan como un sistema ideal 

ya que, a pesar de que su origen fue un grupo de células he 

páticas, después de tantas rondas de repli c ación a las que 

se han sometido , las células carecen ya de muchas de sus -

características ftsiológ±cas iniciales (18). Por último, 

las células aisladas directamente del animal no tienen este 

problema y, en cambio , presentan las siguientes ventajas -

como nistema modelo: permiten el uso de células específicas 

sin la interferencia de otros tipos celulares, permiten -

seguir el curso temporal de un fenómeno dado y evitan la -

variabilidad biol6gica que resulta del uso de varios anima 

les (19). 

No obstante, u na limitaci6n importante de este último 

sistema es el corto período de sobrevida de -1 1/2 a 4 ho­

ras - de los hepatocitos una vez aislados del órgano (20,21). 

Una variante que e v ita esta limitación es el establecimiento 

de los hepatocitos en cultivo p r imario - las células se -

cultivan en monocapa inmediatamente después de extraerse del 

hígado- , ya que de esta manera se proporcionan a las células 

los diferentes nutrientes, factores y complementos hormona­

les, así como un substrato sobre el cual puedan crecer en co~ 

diciones similares a las de su medio ambiente natural (16). 

Sin embargo, los cultivos primarios de hepatocitos y en 

general los de células epiteliales no han podido establecerse fá 

cilraBnte (22), debido entre otras causas a: i) Un inadecuado 
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medio basal (23). ii) Inad ecuados requerimientos hormonales 

(24), iii) las condiciones estáticas del cultivo celular, en 

el cual los gradientes de ox~geno y nutricionales limitan el 

crecimiento y ~l funcionamiento de las células (25), iv) la 

acumulaci5n de productos de desecho que pudieran ser tóxicos 

para las células (23), y v) una carencia de organización en 

tres dimensiones como consecuencia de una interacción célula-

substrato y célula-célula inadecuadas (26). 

i) El ~edio debe suplir los nutrientes esenciales - iones 

totales, elementos que se requieren en pequeña cantidad (tr~ 

zas), aminoácidos, vitaminas , etc. -y mantener dentro de lí­

mites aceptables los parámetros fisiológicos. Un adecuado pu~ 

to de partida, en cuanto a hepatocitos se refiere, es el medio 

esencial mfnimo (MEM) propuesto por Eagle en 1959 (27) el cual 

contiene un balance adecuado de nutrientes . Existen dos tipos 

de medios de cultivo: aquéllos cuya constitución esta químic~ 

mente definida, o bien aquéllos en los que esta definición no 

es completa por estar complementados con suero bovino fetal, 

cuya composición es desconocida (28). La raz6n por la cual el 

suero es usado como suplemento del medio es porque contiene gran 

número de diferentes actividades promotoras del crecimie nto -

-aunque también inhibidoras en un soporte fisiológicamente balanceado (23). 

Esta característica del suero, que en algunos casos es una ventaja , en 

otros representa más bien una limitación, ya que interfiere 
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en el estudio de las actividades metabólica s especí f icas de 

algunas células, por lo que se ha ideado la manera de supl~ 

mentar medios basales con cantidades conocid as de elemen­

tos necesarios, que normalmente aportaría el suero (28,29) 

De los medios recientemente report ados el que propone Yamada 

y col . (29) co ntiene entre sus elementoz al ácido oleico, y 

el de Hasegawa y col. (30) introduce el uso de ácido pirúvi~o. 

Estos medios de cultivo son adicionados de hormonas y fact~ 

res de crecimie nto, de los cuales se hablará a co ntinuación. 

ii) Los requerimientos hormonales , en general, se han 

determinado empíricamente, y a la fecha se han propuesto va 

rias pos ib le s fu n c i ones de las ho rmonas en los cu lt ivos . 

Así,se ha sugerido que la insulina incrementa la eficiencia 

de anclaje (31), estimula la producción de albúmina y la 

síntesis de proteínas en general (3 2 ,33), induce la glucoci­

nasa (34 ,35) y estimula la prolil-h i dro xi lasa (36). Por 

otra parte, el glucagon ayuda a mantener la ac tividad de 

fosfo e nol - piruvato-carboxic inasa (37), la gluco neo génesis 

(38) y la entrada de ami noácidos g luconeogénicos (39). 

También se encontró que la hormona del c r ecimiento es esti 

mulante d e la producción de somatomedina - péptidos con acti 

vidad mitogenica- y junto con otras hormonas, induce la pr~ 

l iferación celular hasta por 6 día s (40,41) . La p r esencia 

d e hormonas esteroides como la dexametasona i n c rementa el 

tiempo de sobrevida de los cultivos (42) y las del tipo -
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bidrocortisona inducen la a c tividad del ci~ocromo P~so (43-

45). Sin embargo, la presencia de este tipo de hormonas i~ 

crementa la actividad de gama-glutamil-transpeptidasa (y-GTT), 

la cual es una enzima localizada en la membrana plasmática 

(46) cuya actividad está aumentada en estados fetales y en 

c élulas transformadas, por lo que es conveniente que se su 

priman del medio estos esterofdes (47). 

Otros elementos que con frecuencia se añaden al medio 

de cultivo son los factores epidérmico y plaquetario de ere 

cimiento (PEC y FPC respectivamente), cuya función en el 

cultivo es inducir la dupl icación celular (48 -50); en el caso 

del FEC también se ha reportado que activa los sistemas de 

transporte de iones monovalentes (51) así comó la fosforila 

ción de proteínas de la membrana plasmática (52), e increme~ 

ta la actividad de la ornitina descarboxilasa (53). 

iii) y iv) En cuanto a la necesidad de un a tensión de 

oxígeno y un gradiente de nutrientes adecuados , así como la 

acumulación de metabolitos tóxi cos para la célula, un cambio 

continuo del medio de cultivo (cada 24 horas) permite por 

una parte mantener una proporción adecuada de nutrientes, y 

por otra conserva los metabolitos de desecho por debajo de 

una concentración tóxica ; este cambio de medio, aunado a una 

presión de 952 de o2 y 5!: de C02 .-son las mejores condiciones hasta 

ahora encontradas (54). 

v) La interacción célula-substrat r es importante para 
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las c~lulas ya que se ha sugerido que determina la eficiencia 

de anclaje, asr como la sobrevida, la forma y la funcionali­

dad celular (22,26,55-57) . En la bGsqueda de un substrato -

adecuado, se ha probado una considerable can tidad de materi­

les, entre los cuales están el plástico (16,32,58), la Con­

canavalina A y cationes divalentes (59), a:;iiil<>&licoproteínas (60) 

y los filtros de nitrocelulosa ( 61); en todos ellos el perí~ 

do de sobrevida de las células no e~cede de 15 días . 

Considerando que las células in vivo se encuentran en 

contacto con elementos de la matriz extracelular, entre los 

cuales se encuentran los difer entes t ipos genéticos de c olá­

gena (62-64), las glicoproteínas fibronectina y laminina (65, 

66) y los glicosaminoglicanos (67 - 69) , algunos de esos ele­

mentos se proba r on como substrato para los hepatocitos, en­

contrándose que con la colágena se presentaba el mayor lapso 

de vida c elular , el cual fue de un mes (70-73). Ya que estos 

resultados eran aGn insatisfactorios se probó un extracto -

crudo de tejido conectivo hepático (74), al cual se denominó 

biomatriz y con el c ual se logr6 un período de sobrevida de 4 

meses (74). 

Además de la influencia sobre el lapso de vida de las 

células en cultivo , la biomatriz resultó ser el substrato con 

e l que mayor eficiencia de anclaje se ha logrado obtener 

(90%), característica que se ha demostrado es dependiente de 

la fracción proteica soluble en ácido acético presente en -
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e~ta bioaatriz (75). 

Ahora bien, en cuanto a la participación de este subs 

trato en el mantenimiento de la fun~ionalidad celular, se 

sabe que los hepatocitos cultivados sobre biomatriz hepáti 

ca sintetizan albúmina y mantienen presentes otros marca ­

dore~ funcionales específicos durante aproximadamente 4 

meses (74). Por otro lado, células de epitelio mamario de 

rata cultivadas sobre biomatriz del mismo origen son tambi€n 

capaces de crecer y p roduci r lactosa y a-lactal búmina (76) . 

Hasta este momento se sabe que l a biomatriz mantiene 

un largo período de sobrevida de los hepatocitos a través 

del cual se expresan algunas funciones típicas de su feno­

tipo adulto, pero aún se desconoce la magnitud de tal expr~ 

sión, por lo que esta tesis planteó el siguiente: 
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OBJETIVO 

CARACTERIZACION DE CULTIVOS PRIMARIOS DE HEPATOCITOS DE 

RATA SOBRE 3IOMATRIZ HEPATI CA (Fase In ic ial). 

Los parámetros específicos de funcionalidad co nsiderados 

fueron la síntesis de proteínas, medida por i n co rporación 

de leucina-
3

H; la s~ntesis de DNA, medida por incorpora-

3 
ción de timidina- H; la esta b ilidad fenotípica, determinada 

tanto bioquímica como his toqu ímicam e nte por la actividad de 

y-GTT . Todos estos parámetros se midieron a las 24 hora s 

de haber sembrado las células, axcepto la síntes is de pr~ 

teínas, la cual se determinó tanto a las 24 horas como a 

los 7 días. 
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MATERIALES 

El material de plást ico utilizado en los cultivos (c~jas de 

Petri de 35 mm, pipetas, tubos de centrífuga, recipientes) 

fue adquirido de Lux Scientific Corp. (Newbury Park, Ca. 

USA) y Falcon Labware, División Becton Dickinson and Co. -

(Cockesville, Md . US A) . La5 soluciones y medios de cultivo 

que se utilizaron fueron preparados con reactivos de grado 

analítico de l a más alta pureza: aminoácidos, hormonas y 

vitaminas se obtuvieron de Sig~a Chemical Co. (Phillesburg, 

N, J, U. S . A. ), las diferentes sales, de Merck (Darmastd, RFA), 

los antibióticos de Gibco Laboratories (Gran lsland, N. Y. 

) - 3 U.S.A. , la leuc1na- H se obtuvo de New Englaqd Nuclear Corp 

(Boston , Ma. U.S.A.) y la timidina-
3

H se obtuvo de Amersham 

Corp . (Arlington Heights, Ill. U.S.A.). 

La malla de nylon (Pe Cap HD7-85, 166-168 mallas por 

pulgada) utilizada en los pasos de filtración de las c~lu-

las y la preparación de la biomatriz se obtuvo de Tetko lnc. 

(Elmsford, N. Y. U. S.A.). Los filtros para esterilización 

de los medios fueron de 0.2µm y se obtuvieron de Millipore 

Corp. (Bedford, Ma. U.S.A.); los filtros de fibra de vidrio 

que retienen partículas de --l .2µm f u eron obtenidos de Whatman 

Inc. (Clifton , N.J. O.S.A . ). La pel ícula utilizada en la 

fluorograffa, fue del tipo XS-5, 13 x 18 cm, y se obtuvo de 

Kodak de México (Guadal a jara, Jal. M~xi . o). 
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MCTODOS 

Pr e p a racíón de biomatriz.- La biomatr i z se preparó como 

lo descri b e n Rojkind y co l . (74) . Se licuó el tejido con 5 

a 10 vol úmen es de agua a 4°C (todo e l proc e dim iento se real~ 

zó a esta t empe r atura)y s e filtró inmed iatamen t e a travé s 

de u na mal la de ny l on . El material reten i do ( b iomatr i z) fue 

su j eto a varios l a vados s u cesivos - c on a ei ta c ió n , d e l hora 

ca d a un o - con l a s siguientes solu c iones: NaCl lM, butanol ­

é ter 3 : 2 , v/v , agua (2 veces o más); d e s pués del ú l timo l ava 

do l a b iomat r iz se filt r ó , se s e c ó en papel filtr o y s e al 

macen ó en medio de cultivo co n antib i ót ico a - 2 0ºC . El ren 

dimien t o obtenido fue d e aprox . 1% (g biomatriz húmed a/g de 

te j i do ) . 

Prepar~ción de cajas c on biomatriz . - Fragmentos d e 

lO um de bi o ma triz se obtu vieron por medio d e un c riostato 

(TETKO ; Mil e s Tiss u e - tek II) , y c o n un pin cel se esparcie­

r on l o má s homogeneamente posible cubriend o toda l a superfi 

cíe de u n a caja d e cul t i v o ; a estas cajas se les agregó 1 ml 

del amortig uado r salino de fos f ato s (PBS), p H 7 . 4 , c ont en i e~ 

do pe n i c i l ina y estreptomicina en las mismas con c entrac ion e s 

que las utilizadas en el me d io . Las caja s se expusie r on a 

l u z UV durante la noch e. Do s ho r as antes de ini c iar los -

c ult ivo s s e e limin ó el PBS d e l a s cajas , y se les agregó el 

medio d e cultivo c u ya esteri l idad se verifi c ó por obs e rvación 
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en el microscopio. 

Medio de cultivo.- El medio - carente de suero - usado 

fue el MEM modificado por Yamada y col. (29) y adicionado de 

hormonas (41), ácido pirGvico (30}, factor plaquetario de -

crecimiento de bovino (77l y antibióticos (78) . La composi 

ción final del medio fue la siguiente: 



SALES mg/L 

NaCl 6500 

KCL 400 

MgS01t 7Hz0 2000 

NaH2P01t . 4Hz0 140 

NaHC0 3 200 

CaCl2 2Hz0 200 

Aminoácidos no esenciales mg/L 

L-Glutamina 294 

L-Alanina 890 

L-Aspártico 1330 

L-Asparagina 1500 

L-Glutámico 
. 

1470 

L-Prolina 1150 

L- Secina 1050 

L-Glicina 750 

Hormonas mg/L 

Insulina 6. 7 2 

Transferrina 6 . 72 

Inosina 6.72 

Orniti na 6.72 

T3 6.72 

T4 6 . 7 {. 

Am±noácidos esenciales 

L-Arginina 

L-Cisteína 

L-H istidina 

L-Isoleucina 

L- Lisina 

L-Fenilalanina 

L-Treonina 

L-Triprófano 

L-Valina 

L-Metion i na 

L-Leucina 

Vitaminas 

Cloruro de Colina 

Acido Fólico 

Mio-inositol 

Nicotinamida 

.15 

mg/L 

105 

324 

294 

52 

58 

32 

48 

10 

46 

15 

52.4 

mg/L 

1.0 

2. o 

l. o 

1 . o 

D-Pantotenato de Calcio 1 .O 

Fosfato de Piridoxa l 

Riboflavina 

Tiamina 

Acido ascórbico 

Biotina 

Hipoxant i na 

Cianocobalamina 

1 • o 

o. l 

l. o 

17.5 

0.02 

25.0 

0.2 



Otros Elementos 

Albúmina 

Acido Oleico 

Glucosa 

Acido pirGvico 

Glutatión 

Rojo de fenol 

He pes 

mg/L 

2000.0 

5.4 

2000,0 

4400,0 

15 . 0 

100.0 

780 . 0 
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Antibióticos 

l'enic.ilina 

Estreptomicina 

Anfo::er icina 

1000 U/m l 

1000 U/ml 

250 1Jg /ml 

Se adiciona FPC a una concen 

tración final de 10%. 

Preparación de los Factores Plaquetarios de Crecimiento­

(FPC) .- Los factores plaquetarios de crecimiento son péptidos 

que se liberan de las plaquetas durante el proceso de coagul~ 

ci6n, por lo que para su obtenci6n se procedió primeramente 

al aislamiento de estas células de la sangre de bovino, de 

acuerdo con el método de Gudino y Miller (79). La sangre se 

colectó en una solución de ~cido etilén-diamino-tetracético 

(EDTA) en una concentración final de 1.5 mg/ml de sangre, se 

centrifugó a 250 x g por 10 min y con mucho cuid a do se co­

lectó el sobrenadante , el cual fue centrifugado a 1900 x g 

durante 10 min. El paquete obtenido en este paso contiene 

a las plaquetas . 

Para inducir la coagulación y con esto la liberación de 

los factores, las plaquetas s e resuspend i eron en un amorti­

guador Tris 20 rnM (aproximadamente la d ·;cima parte del volumen 
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de suero original) c onteniendo 14 µm de CaC1 2 /ml de sangre 

y se dejaron a 4°C durante la noc he . Al siguiente día fue 

separado el coágulo por centrifugac ión a 10000 x g durante 

20 min y el material sobrenadante -que contenía a los fac­

tores plaquetarios- se esterilizó por filtrac i ón en milli­

pore. La concentración de los factores p l aquetarios se 

ajustó a un valor de lOx (es decir, el volumen de Tris en el 

que se reconstituyeron fue 10 veces menor que el volumen de 

suero inicial). 

Aislamiento de Hepatocitos . - Las células se obtuvie ron 

perfundiendo inicialmente el hígado con un medio Ringer-Krebs 

(80) sin calcio conteniendo NaCl 122 mM, KCl 4.89 mM, KH2PO~ 

1 . 2 mM , MgSO ~ l.2mM,NaHC03 24.76 mM, equilibrado co n Oz/ C0 2 

(95/5%) , el cual fue incubado a 37°C. Se pasaron 100 ml de 

esta solución a través del hígado para eliminar el calcio 

extracelular (81) , enseguida se hizo rec ircula r durante 10 

min una solución igual a la anterior, pero que además cont~ 

nía CaC1 2 5 mM y colagenasa 1 mg/ml. Se eliminó la cápsula 

de Glisson (82) y se agitó el hígado en un r ecipiente conte ­

niendo l~ ~olución inicial de perf usión, esta vez conteniendo 

CaCl 2 2.5 mtl, y se filtró a través de una malla de nylon. 

El filtro se centrifugó a 50 x g durante 2 min y se descartó 

el sobrenadante; el precipitado se lavó l ó 2 veces más con 

esta misma solución, se resuspendió en medio de cultivo a 

una dilución de 106 células/ml y se depositó en cajs de cul 
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tivo (1 ml cada una) que c o ntenían biomatriz . 

Cuantificación de los Hepatocitos . - De acuerdo con 

Obrink (83), la actividad de lactatp-deshidrogenasa (LDH) 

es constante en los hepatocitos normales, de manera tal que 

puede tomarse como un indicador del número de células en -

un cultivo. Laactividad puede determinarse por la cantidad 

de ácido pirúvico que la enzima transforma en ácido láctico, 

utilizando NADH como donador de electrones -en una relación 

estequiométrica- que puede medirse como un decremento en la 

absorción a 340 nm. Así, para cuantificar a los hepatocitos 

se eliminó el medio de las cajas, se lavaron con PBS y a 

cada una se le añadió 500 µl de amortiguador ce lisis (Tri­

tón X-100, albúmina 1% en amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 

7.4). De esta manera las células se rompieron y la enzima 

quedó en forma soluble; esta solución se agregó a una mezcla 

de reacción que contenía 80 µg/ml de NADH, 50µg/ml de ácido 

pirúvico, pH 7 y se registró el decremento d e absorbencia a 

340 nm. La curva patrón de actividad de LDH vs número de he 

patocitos se determinó a partir de preparaciones de hepatoci 

tos frescos contados en un hemocitómetro. 

Incorporación de Leucina-
3

H en proteínas. La incorpor~ 

ción de leucina- 3H se midió adicionando 5 µCi del isótopo -

por ml de medio (sin leucina fría para e stos estudios) e i~ 

cubando las células a 37°C con una tens i ón d e Oz /C02 de 95/5% 

( condiciones estándar) . A las 24 horas de incubación el -
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medio se separó de las c~lulas, se lavaron las cajitas con 

1 ml de PBS, el cual se adicionó al medio de cul tivo. De 

este material se tomaron 0.2 ml y se agregó un vclurnen -

igual de ácido tricloroacético (TCA) al 10% , se filtró a 

través de discos de fibra de vidrio (1.2 ~m), se lavó con 

1 ml de TCA al 5 % y los filtros se resuspendieron en 2 ml 

de agua más 10 rnl de líquido de centelleo (aquasol) para 

determinar la radiactividad en un aparato Packard modelo 

3255. Por ot r o lado, para medir la incorporación de leu­

cina-3H en proteínas asociadas a la capa celular, se tra ­

taron las células con 1 ml de amortiguador de lisis, y ali 

cuotas de 0.1 ml de este lisado recibieron el tratamien t o ya 

descrito para las alícuotas del medio de cultivo. 

Fluorografía.- Se preparó un gel de SDS-acrilamida al 

7.5% d e acuerdo al sistema descrito por Laemli (84) y se 

c~ rrieron -e n condiciones reductoras- alícuotas conteniendo 

30, 60, 120 y 160 ~g de proteína, la cual se determinó por 

el método de Lowry (85) . Posteriormente el gel s e trató 

con ácido salicílico 1 M durante l hora (86), se secó y se 

expuso sobre una pelí c ula fotográfica (Kodak XS-5) durante 

90 días a -70ºC, pe r íodo después del cual se reveló la peli 

c ula. 

Incorporación de Timidina -
3

H en ONA.- Se siguió e l pr~ 

cedimiento descrito por Strain y col. (77) . Después de dar 

un pulso de timidina- 3H (5 ~Ci/ml de medio), se man tuv ieron 
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los cultivos en condiciones estándar durante 24 horas, al 

final de las cuales se eliminó el medio de cultivo y a las 

células se les agregaron 2 ml de KOH 1 N por 1 hora. Un ml 

se transf irió a un tubo de vidrio y se añadió un ml de TCA 

al 10%; el precipitado que se formó se transfirió a un fil 

tro de fibra de vidrio (1 . 2 µ ) y se lavó 3 veces con 3 ml 

de TCA al 5% y 3 veces con etanol ab~oluto. El filtro se 

sometió a ebullición con 800 µl de a c ido percl6rico 0.5N 

durante 15 min y, finalmente, se tomaron alícuotas de 500µ1 

para determinar su radiactividad. 

Medición Bioquímica de la y-GTT. La actividad trans­

peptidasa de esta enzima se determinó de acuerdo al reporte 

de Cameron y col . (87) utilizando y - glutamil-p - nitroanilina 

como susbstrato, del cual la enzima transfie r e el glutámico 

al aceptar glici l -glicina con la consecuente liberación de 

p-nitroanilina, la cual puede cuantificarse por absorbencia 

a 400 nm . 

La mezcla de reacción - consistente de Tris-HCl 60 mM 

pH 8.2 , MgC1 2 20 mM, glicil-glicina 50 mM pH 8.2 y y-glut~ 

mi l-p-ni troanilina 20 mM en un volumen total de 1.8 ml - se 

preincubó dura&te 10 min a 37ºC. La reac c ión se inició afia 

diendo 100 µ l del lisado celular; después de incubar a 37ºC 

con agitación por un lapso de 20 a 60 min, la reacción se 

detuvo con 2 ml de acido acético 1.5 M y se cuantificó la 

p-nitroanil ina liberada. La curva patr J n de p - nitroanilina 
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fue utilizada en un rango de 0-200 nanomol as . 

Determinación Histoquímica d e la y - GTT . La determina 

ción histoquímica de la y -GTT - de acuerdo a l método de -

Rutemberg y col . (88) - consiste en la fo r ma ción de preci­

pitados de color rojo intenso debido a q ue la hidrólis is en 

zim~tica del s us trato y-glutamil-4- metcx i -2 - naftilamida, li 

bera la región 4-metoxi- 2-naftilamida, que en pre~ enc ia del 

agent~ acop l ante azul rápido queda f ijada en la región en que 

la reacción se lleva a cabo ; el complejo formado tiene un 

co lor anaranjado que al formar un quelato co n cobre cambia 

a rojo int enso. Para la det e rminac ión en z imática en lo s -

cult ivos , se eliminó el me d io de las cajitas , las c ua les se 

lavaron co n P BS y se fij ar o n e n una solución de formol-c a
2+ 

(formol al 2% c onteniendo CaCl2 0 . 5% , p H 7) d u rante 5 min , 

se r e pitió el lavado con PBS y se incubaron e n la mezcla de 

reacc i ón ( y -glutam i l-4-metoxi-2-naftilamida 0 . 25 mg/ml , gli 

cil-glicina 0 . 5 mg/ml, azul rápido 0 . 5 mg/ml en una solución 

salina al 0 . 85 % amorti g uada a un pH de 7.4 con Tris - HCl) -

durante 40 min. Se lavó co n so l ución salina , se incubó du-

rante 2 min con sulfato cúprico 0 . 1 M y se l avó con PB S. En 

e l caso d e los cortes de t e jido el procedimiento que se -

siguió fue el anteriormente descrito, s ó lo se c am bia r on los 

tiempos de fijación (12-16 horas) y de reacción (30 min para 

c ortes ¿e riñón y 60 mi n para cortes de hí gado) . 

Determinación Histoquímica de la ATPasa .- La d e term i n~ 
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ci5n de la actividad ATPasa, de acuerdo a Hugon y Borgers 

(89) , se basa en la fo~mación de precipitados de sulfuro 

de plomo, La reacción se lleva a c~bo en 2 pasos, el pri 

mero de los cuales se reaiiza cuando la enzima libera fos 

fato por la hidrólisis del ATP; este fosfato forma un quelato 

con el plomo. En el segundo paso el sulfuro de amonio preci 

pita los quelatos. En la practica. las células se fijaron 

2+ 
por 3 min con formol-Ca • se lavaron con amorti guador de 

cacodilato de sodio O.lM, pH 7.4. y se incubaron durante 20 

min en la mezcla de reacción (ATP 500 µg/ml , Pb(N03)2 0 . 12% 

sulfato de magn esio 10 mM, disuelto en Tris-maleato 0.2M, 

pH 7.2) . Posteriormente se lavaron las cajitas con agua 

bidestilada, se incubaron con sulfuro de amonio diluído por 

l min y se lavaron con agua destilada. 
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RESULTADOS 

Un método generalmente uti!iza do en la determinación 

de l número celular ha sido el conteo por hemocitómetro. Sin 

embargo, tal método presenta cierto g rad o de error debido a 

que no se puede distinguir entre c é lulas viables y no via­

bles, además de que en algunos casos l as células se agregan 

y esto impide estab le c er con claridad el númer o c elular. 

Además,cuando se intenta despegar las células que se han 

cultivado sobre biomatriz, o bien se les daña, o simplemente 

no se les despega del substrato para transf e rirlas a l h e moci 

tómetro. Debido a estos problemas se procedió a estandari-

zar el método de la deshidrogenasa láctica . 

Como se muestra en la Figura 1 la activ idad de LDH 

guarda una relación lineal con el número de hepatocitos ha s ta 

2 x 10~ células. Para concentra c iones mayores de hepatoci­

tos , la pendiente fue diferente, debido posiblemente a que 

los substratos estaban en cantidad limitante. Por tal motivo 

todas las med i ciones se hicieron en el ra ngo comprendido en­

tre 2.5 y 20 Xl03 células, aunque los resultad os de las medi 

ciones enzimát icas realizadas se expresan por millón de célu 

las, para así facilitar la comparación de valores . 

Como se mencionó en la introducción, una ca pacidad im­

portante del hígado es la de síntesis de proteínas tanto de 

uso interno como de exporta c ión, por lo cual se verificó la 



FIGURA l. DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS MEDIANTE 
LA ACT~VIDAD DE LDH 
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L~s valores corresponden al promedio de cuando menos cuatro 
mediciones por duplicado ± l D,S . 
• Una unidad de LDH equivalente al decremento de 0 . 01 O. O. a 
340 nm y es equivalente a la oxidaci8n de 4.82 x 10-4 ~moles 
de NADH/min a 25ºC y a pH de 7 . 0, 
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capacidad de los hepatocitos en cultivo primario de incorporar 

leucina- 3& en proteínas. En la Tabla 1 se muestra la incor­

poración de este aminoácido radiactivo en las fracciones pre­

cipitables por TCA , tanto de proteínas de exportación como 

de las asociadas a la capa celular; los datos fueron de 

3.41 ± 1 , 1 x 105 y 6,27 ± 1.7 x 104 dpm por millón de célu­

las respectivamente. Dos mediciones realizadas a los 7 días 

de cultivo , en condiciones similares, reportan resultados -

semejantes . 

La fluorografía de las p~ote~nas sintetizadas y liberá­

das al medio de cultivo se muestran en la Figura 2. Se ob­

serva una banda principal (f) con un peso aproximado de -

6S 000 daltones y con una movilidad relativa (Mr) de O.S2, 

así como cuatro bandas menores (g, h, i, j ) c on Mr de O.SS, 

0.69, 0.70 y 0.97; por encima de la banda de 65 000 existen 

cinco más (a, b, c, d, e) con Mr de 0.43, 0.24, 0 . 16, 0.11 

y o.os . 

La población celular hepática ~n v~vo tiene una vida m~ 

dia aproximada de un año (90); sin embargo, ante ciertos es 

tímulos es capaz de proliferar. Con el objeto de ver la ca 

pacidad proliferativa de los hepatocitos en el cul tivo sobre 

biomatriz hepática, se determinó la incorporación de timidina-

3H, encontrándose un valor de l.S3 ± 0 , 23 x 10 4 dpm por millón 

de células (Tabla 2). 

La perdida de las características fe n otípicas de las 
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TABLA l. INCORPORACION DE LEUCINA- 3H EN PROTEINAS SINTETI­

ZADAS POR LOS HEPATOCITOS CULTIVADOS SOBRE BIOMATRIZ. 

Tiempo de cultivo 

24 horas * 

7 días ** 

Incorporación en pro­
teína soluble en el 
medio de cultivo . 
dpm x 10-5 1106 cels . 

3 . 41 ± l . 1 

11.79 ± 1.1 

Incorporación en pro­
teína asociada a la 
capa celular. 
dpm x lo-~ 1106 cels . 

6.27±1.7 

5 . 36 ± 1.43 

* El valor r epo rtado c orres ponde A la media ± 1 O. S. de 
cuando menos 6 experimentos por dupli cado. 

** El valor reportado corresponde a la media ± l O. S . de 
2 experimentos por duplicado. 
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FIGURA 2. FLUOROGRAF I A DE LAS PROTEINAS RADIOACTIVAS SINTE 

TIZADAS Y LIBERADAS AL MEDIO DE CULTIVO. 
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Altcuotas de medio de c u l t i vo c on t en i endo 3 0 , 6 0 , 120 y 160 

v g de proteína (carriles 1-4 respectivamen t e) se sometieron 

a una e l ectro f oresis bajo condiciones reductoras utilizando 

6-mercaptoetanol de acuerdo al sis t ema de Laemli (84). Se 

utilizó un gel al 7 . 5% de acrilamida y se aplic ó una corriente 

de 1.5 mA por carril. La película utilizada para la fluoro-

grafía d e este gel se ex puso durante 90 J ías. 
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TABLA 2. INCORPORACION DE TIMIDINA- 3a EN DNA DE LOS BEPATO 

CITOS CULTIVADOS SOBRE BIOMATRIZ 

,. 
Experimento # dpm X 10-4 1106 cels. 

l* 1 .424 y 2.079 

2* 1.564 y l. 543 

3* l. 29 

Medía t o. s. l. 53 :t 0 . 23 

* Cada uno de los valores reportados corresponde a la 
determina c ión realizada por caja de cultivo. 
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células en cultivo es uno de los problemas mas críticos del 

cultivo primario de tiepatocitos. El aumento de la actividad 

de la y-GTT es una de las manifestaciones de tal fenómeno, 

por lo cual se procedió a la medición bioquími c a y la dete~ 

minación histoquímica de la enzima en las células cultivadas. 

Como primer paso ~btuvimos el dato de la act i vidad de y-GTT 

en el órgano intacto, la cual fue de 336.54 ± 118.33 nano­

t1ole3/minuto por gral!IO de tejido (Tabla 3). Esta actividad no parece 

ser dependiente de la edad del animal en estado adulto, y 

la dispersión de datos más bien parece ser una función de la 

variabilidad biológica . 

Posteriormente se hicieron las determinaciones en los 

cul tivos , e n donde la actividad encontrada fue de 1. 56 ± 0.35 

nanomoles/min por millón de células (Tabla 4) , valor similar 

al encontrado en el órgano ir.tacto. 

Como control para la determinación histoquímica de la 

enzima y - GTT se realizó l a tinción de un corte de riñón. 

Como se observa en la Figura 3 la mayor actividad enzimática 

está localizada en la región tubular, aunque se observ3, 

además una tinci6n intensa en la por.ción cortical ; la zona 

medular no carece totalmente de actividad . 

En el corte de hígado (Figura 4) la actividad se loe~ 

l iza en las áreas canalicu lares y zonas periportales. Sin 

embargo , el número de hepatocitos con tinción positiva es 

mín imo, lo cual refleja la poca actividad detectada bioqu! 
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TABLA 3. ACTIVIDAD DE LA Y-GLUTAM IL-TRANSPEPTIDASA EN EL 
HIGADO FRESCO 

Peso del animal Edad aprox a c tividad * 
(g) (semanas) n molas p.,..nitroan.i.tina/111in/ g 

163 6 598.86 

588 . 19 

170 6 381.94 

372.46 

183 7 213.16 

200.86 

185 7 276.22 

265.42 

185 7 283.26 

293.26 

270 9 260 . 57 

267.72 

275 9 242.20 

242.20 

275 9 383.87 

483 . 45 

440 16 390.22 

313.95 

Media ± lDS 336 . 54 ± 118.33 

tejido 

* La actividad se midió en la fracción que sedimenta a 1000 xg, 

después de homogeneizar el tejido; el ensayo de la actividad se 

rea lizó como se describe en métodos. 
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~ABLA 4 . ACTIVIDAD DE y-GLUTAMI L-TRANSP EPTIDAS A EN HIGADO 

FRESCO Y EN llEPATOCITOS EN CULTIVO 

Preparación n moles de p-nitroanilina /min/106 c e l s 

Hígado fresco * 2.80 ± 0 . 98 

Celulas en cultivo** 1 . 56 ± 0 . 35 

* Se consid era que l gramo d e hígado conti ene 120 x 106 

células. 

n * Valores obten idos en células cultivadas por 24 horas 

y que son el promedio de 3 ex p e r im en tos diferente s , 

rea lizado s por dupli cado . 



FIGURA 3. DETERMINACION HISTOQUIMICA DE T.A y- GLUTAHIL ­

TRANSFERASA EN CORTE DE RI90N 
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* La s zonas más obscuras co rre spo nden al sitio en donde se 

deposita el com plejo formado en la reacción enzimática. 

La fotografía corresponde a un aumento de 112 X 



FIGURA 4. DETERMINACION HI STOQUlMICA DE LA y-GLUTAMIL­

TRANSFERASA EN CORTE DE HIGADO NORMAL 

El g r osor del corte de hígado fue de 10 ~m 

. 33 

* La observación del color de la fotografía es la misma que 

se hace para la figura 3. 

La fotografía corresponde a un aumento de 132 X. 
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micamente, Un patr6n simil ar se observó en.los ~epatocitos 

aislados a las 24 horas de cultivo (no se muestra). 

Con respecto a la morfologfa que los bepatocitos norm~ 

les muestran en el cultivo sobre la biomatriz~• se encontró 

que es muy similar a la que tienen ~n vivo, como lo muestra 

la formación de "cordones" de células poligonales (Figura 5), 

que al ser teñidas histoquímicamente para ATPaaa (Figura 6), 

muestran la actividad de esta enzima en regiones que semejan 

los sinusoides presentes en el órgano in vivo. Se observa, 

además, la carnecia de tinción en la región de los canalí- · 

culos . Estos datos, en conjunto, manifiestan una adecuada 

polarización de las células mantenidas en el cultivo. 

Cuando una rata ha sido tratada con carcinógenos la es 

tructura del hígado muestra "focos celulares con enzimas al 

teradas" o nódulos preneoplisicos ' (87); tal es el caso de 

la y-GTT, la cua l se incrementa considerablemente como puede 

observarse en la Figura 7. Los hepatocitos obtenidos de estas 

ratas se cultivaron sobre biomatriz hepática y sobre biomatriz 

de riñón, con la idea de seleccionar en la biomatriz de riñón 

las células que han alterado sus características de membrana 

durante el proceso de transformación. Se observa que los he-

patocitos cultivados sobre biomatriz hepática muestran el mis 

mo patrón de tinción para la y-GTT que el de las células nor­

males (Figura 8} mientras que los hepatocitos "preneoplásicos" 

cultivados sobre biomatriz de riñón, S' •n principalmente los 
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que tienen mayor actividad de y-GTT (Figura 9). Estos resulta 

dos sugieren que el sistema puede ser adecuado para la selec­

ción de las c€lulas "preneoplásica" durante la transformación. 
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FIGURA 5 . MORFOLOGIA DE LOS HEPATOCITOS CULTIVADOS SOBRE 

BIOMATRIZ HEPATICA 

La foto grafía co rr e sponde a un aume nt o de 264 X. 

Los hepatocitos corresronden a un cult ivo de 24 horas. 
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FIGURA 6. DETERMINACION H IS TOQ Ul~ICA DE LA ACTIVIDAD ATPasa 

EN LOS HEPATOCITOS CULTIV ADOS SOBRE BIOMATRIZ HEPATICA 

La actividad se denota en la fotografía por un precipitado 

más obscuro que el fondo . 

La fotografía cor re spond e a un aumento de 422 X. 
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FIGURA 7. DETERMINACION HISTOQUIMICA DE LA ~-GLUTAMIL-
TRANSFERASA EN CORTE DE HIGADO PRENEOPLASICO 

La tinción se realizó en un corte de 10 ~m de grosor . 

* La obsrvación del color en la fotografía es la misma que 

para la figura 3. 

La fotografía corresponde a un aumento de 422 X. 
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FIGURA 8 . DETERMINACIQN HISTOQUIMICA DE LA y-GLUTAMIL­

TRANSFERASA EN CULTIVOS DE HEPATOCITOS DE HIGADO PRENEO• 

PLASICO SOBRE BlOMATRIZ HEPATICA 

* La observación de l co lo r en la fo t og rafía es la misma que 

para la figura 3 . 

La fotografía corresponde a un aumento de 132 X. 



FIGURA 9 . DETERMINACION RISTOQUIMICA DE LA y-GLUTAMIL­

TRANSFERASA EN HEPATOCITOS DE HIGADO PRENEOPLASICO 

CULTIVADOS SOBRE BIOMATRIZ DE RI~ON 

. 40 

* La observación d el color e n la fotografía es la misma que 

para la figura 3 . 

La fotografía co rresponde a un aumento de 132 X. 
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D~SCUSION 

La biomatriz es un substrato que ha permitido la sobre 

vida de los hepatocítos y el mantenimiento de algunas de sus 

funciones por períodos prolongados (74). 

Los parámetros que se estudiaron en esta tesis acerca 

de la constancia de las funciones celulares hepáticas e n -

cultivo sobre biom~triz fueron: síntesis de proteínas (por 

la incorporación de leucina-3H), duplicación celular (po r la 

incorporación de timidina-3 H en el DNA), mantenimiento del 

fenotipo adulto (tomando como indicador a la y-GTT). Además , 

se verificó la morfología de los hepatocitos en el cultivo . 

Estos parámetros pueden servir como base para .es t udios que 

deben realizarse a mayor plazo. 

Cuando se r ealizan estudios cuantitativos, los paráme­

tros de referencia deben contener el menor grado posible de 

er r or. En el caso de los cultivos , la referencia más utili 

zada es el número celul a r. En esta tesis se eligió la act! 

v idad de lactato deshidrogenasa (LDH) como el método para 

cuantificar hepatocitos por ser más sensible y reproducible 

que el hemocitómetro, y porque permite el conteo de las cé­

lulas cultivadas sobre superficies como la biomatriz, la -

cual no permite el fácil desprendimiento de a quéllas. 

Nuestros datos indican que la incorporación total de 

leucina radioactiva a proteínas por los hepatocitos culti-
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vados sobre biomatriz hepática fue 2-6 veces mayor que la 

reportada para otros substratos (ver Tablas l y 5). Además, 

se observa que aún a los 7 días de c ultivados los hepatocitos 

sobre biomatriz la incorporación total del aminoácido radí~ 

activo es aproximadamente 3 veces mayor que el encontrado 

por Tanaka y col a los 4 días (91). Puede obse rvarse asi-

mismo que a ese tiempo (7 días) la incorporación en proteí­

nas secretadas al medio de cultivo aumenta en relación a la 

observada a las 24 horas , mientras que en el cas o de la i~ 

corporación correspondiente a la capa celular se presenta 

una disminución. Ambos fenómenos probablemente ocurren 

porque durante el período poster i or al shock que las células 

pudieran haber sufrido a causa del proceso de extracción, 

las células efectúan una síntesis de proteínas encaminada 

predominantemente a su recuperación, la cual tiende a dis­

minuir hasta el valor que co rresponde a la síntesis de pr~ 

teínas tanto de r e cambio como de secreción en condiciones 

normales . Si esto es cierto, los datos de la Tabla 5 sugi~ 

ren que la recuperaci6n celular se ve más favorecida por la 

biomatriz que por el plástico, ya que en este último la re­

c upe ración parece llevarse a cabo aún a los 4 d ías de cu lt ivo . 

La principal proteína sintetizada por los hepatocitos en el 

cultivo es la albúmina, como se demuestra por su migración 

en la fluorografía y por los exper imentos con anticuerpos -

específicos realizados en este laboratorio con anterioridad, 
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TABLA 5. I NCORPORACIUN DE LEUClNA- H A PKUTEINAS POR HEPATUClTUS CULTIVADOS 

EN DIF ERENTES SUBSTRATOS 

Autores Subs trato Tiempo en I s ótopo Incorporación en Incorporación en ~ 

':•,l t- i vn proteína solub]P prntPÍn~ aqnciadR a 
en el medio de la capa celular. 
cultivo. 
(dpm X 10-51106 cels ) (dpm X 10-1¡ /106 cels) 

Grane y Suspensión 24 horas ,Leucina-3H 5 . 76* 
Mille r (32 ) 

Ta na ka y Plás t ico 24 horas Leuc i na-1"c 1.04 0.56 
col. (9 1) 

Este tra- Biomatri z 24 horas Leucina-3H 3.41 6.27 
baj o 

Ta na ka y Plás tico 4 días Leucina-l'+c 1.84 1.6 
col. (91) 

Es t e tra - Bi oma tri z 7 días Leucina-3H 4.79 5 . 36 
bajo 

* c o rre s pond e a la suma de ambos v a lore s . 
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datns que además concuerdan con los reportados por Reid y 

col . (92). Como puede observarse, es la bíomatriz el subs 

trato que mejor mantiene la síntesi.s de protefnas en el cul 

tivo al proporcionarle a las células el medio extracelular, 

lo que probablemente implica que la c~lula no invertirá -

energía en la síntesis de proteínas que le sirvan de subs­

trato, y que las proteínas sintetizadas serán predominante­

mente aquellas que corresponden a la expresión del fenotipo 

adulto del hepatocito. 

En la Tabla 2, podemos observar la incorporación de 

timidina-3s en el DNA de nuestras células en cultivo pri­

mario -en presencia de ácido pirúvico y factor plaquetario 

de crecimiento de bovino- la cual se encuentra en el rango 

de lo encontrado con otros factores que estimulan la du­

plicación celular como el ácido pirúvico (30), factor epi­

dérmico de crecimiento e insulina (93) o factor plaquetario 

de crecimiento de rata (77). Las diferencias observadas 

pueden deberse a que en estos estudios se utilizó como sub~ 

trato al plástico, eliminando con esto la mayor y más ade­

cuada interacción entre los factores y las celulas y entre 

éstas y el substrato. La forma como la biomatriz podría f~ 

cilitar estas interacciones sería "atrapando" a las macro­

moléculas con capacidad estimuladora del crecimiento (94) , 

o bien permitiendo un mayor anclaje de las celulas al sub~ 

trato, ya que de acuerdo con varios aut~res la adhesión es 
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una capacidad que está estrechame nte re1acionada con la du­

plicac i5n celular (Z6,95,96). As imismo, los trabajos de 

Wicha y col. (1976) dan apoyo a las aseve~ac ion es anteriores, 

al observar, e n cultivos de c élu las de epitelio mamario sobre 

biomatriz del mismo te jido, que la incorporación de timidi­

na-3H se presentá sólo e n la células que est á n sobre el sub~ 

tra to , no así en aquellas que, estand o en la misma caja, se 

hallan an cladas al plástico. No obstante, los estudio s de 

incorporació ndel nu cleótid o marcado d eben realizarse en pr~ 

sencia del factor plaquetario adecuado, ya que se ha repor­

tado que existe especificidad de especie (77) . 

En cuanto a la morfología general que muestran los he­

patocitos en el c u ltivo , se observó que se encuentran como 

células poligonales , formando cordoncillos y zonas que par~ 

cen canalículos, semejand o e n mucho a las estructuras que 

que mantienen in v¡vo. Es to pued e deberse, de acuerdo con 

varios autores (26,74,97-99) a que l as célu las pueden inte~ 

accionar de manera específica con la matriz qu e les si rve 

de substrato y adquirir así una o rientac i5n correcta , lo 

cual permitiría entonces las interacciones c é lula-cél u la y 

la ex posición de regiones del hepatocito adecuadas, dando 

po r r esultad o u n arreglo más semejante al que se presenta 

in hitu. 

Anteriormente la colágena se utilizó como subs trat o 

pa r a los hepatocitos, observándose que permite algunas con 
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ductas celulares que implican una mejoría con respecto a otros 

substratos como el plástico¡ esto puede no ser sorprendente en 

vista de que es un componente importante de la matriz extra-

celular (100}, Sin embargo , las características que esta Gl-

tima cof iere a las células indica que contiene otros compone~ 

tes que son importantes y necesarios para el mantenimiento de 

las células en el wltivo (74), entre los cuales pueden citarse 

elementos que al parecer son específicos de adhesión celular 

(75) y otros que deben controlar la diferneciación de las cé -

lulas (74,76 , 101) . Ev idencia directa de esta Gltima afirma-

ción se presenta en los trabajos de Wicha y col. (76) quienes 

demostraron la producción de lactosa y o-lactalbGmina por cé­

lulas de epitelio mamario cultivadas cobre biomatriz del mismo 

tejido. Esto no sucede cuando las células s e cultivan sobre 

biomatriz hepática. 

Puede observarse que son varias las caracterísitcas que 

presenta la biomatriz y que la hacen el substrato m's idóneo 

para abordar diferentes investigaciones . Tal es el caso del 

estudio de la transformación in vit~o, para el cual la bio­

matriz cumple con los requisitos de mantener la sobrevida de 

los cultivos por períodos prolongados y permitir la expre­

sión de funciones típicas de las células. Otra de las carac­

terísticas que parecen estar presentes en la biomatriz es la 

especificidad de órgano (esto es, células hepáticas se adhie­

ren con preferencia a la biomatriz hep ~ tica, y células de 
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riñón -MDCK- se adhieren preferentemente a la biomatriz de 

riñón), la cual se está explorando como herramienta para -

seleccionar a las células "preneoplásicas" del hígado de una 

rata que se ha tratado con carcinógenos, en base a que se ha 

observado que las células obtenidas de tumores de Morris -

muestran una disminución en la adhesión al extracto ácido de 

la biomatriz hepática (fracción que contiene los elementos 

de adhesión celular) , dando como resultado una adhesión pr~ 

ferente a una fracción similar obtenida de r iñón (102). 

Como éste, podrían proponerse otros ejemp los , como el 

de seguir la diferenciación de las células de hígado fetal 

cultivadas sobre biomatriz hepática, así como ot ros e stud ios 

que no cuentan aún con un sistema adecuado para ser impleme~ 

tados. 

• 
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CONCLUSIONES -

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indi­

can que 

- La actividad de LDH es un buen método para cuantificar h~ 

patocitos cultivados sobre substratos qu e no permiten -

fácilmente el desprendimiento de lAR células. 

- La síntesis de proteínas de los hepatocitos cultivados -

sobre biomatriz es muy semejante al pr i mero y al séptimo 

día de iniciado el último. 

- Los hepatocitos cultivados sobre biomatr i z hepática in­

corporan timidina-3H en el DNA. 

- La actividad de y-GTT detectada en los hepatocitos cultiv~ 

dos sobre biomatriz se mantiene al mismo n i vel que en el 

tejido intacto. 

- Los cultivos de hepatocitos sobre biomatr r z presentan una 

organización y orientación muy semejantes a las que se ob 

servan en el tejido intacto. 
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ABREVIATURAS -

ATP 

DNA 

DO 

dpm 

DS 

EDTA 

FEC 

FPC 

cels 

Y- GTT 

LDH 

MEM 

Mr 

µ m 

NADH 

PBS 

TCA 

Tris 

Adenosín- trifosfato 

Acido desoxirribonucle ico 

Densidad óptica 

Desintegraciones por minuto 

Desviación estándar 

Acido etilén-diamino-tetracético 

Factor epidérmico de crecimiento 

Facto r plaquetario de crecimiento 

Células 

Gama-glutamil-transpeptidasa 

Lactato deshidrogenasa 

Medio esencial mínimo 

Movilidad relativa 

Micromoles 

Nicotín-adenín-dinucleótido redu cido 

Amortiguador salino de fosfatos 

Acido tricloroacético 

Tris (hidroxicetil-aminometano) 

Tri-iodotironina 

Tetra-iodo-tironina o t iroxina 

.SS 
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