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RESUMEN

La biomatriz hepdtica es el {inico substrato que ha per
mitido la scbrevida de los hepatocitos en cultiveo por perio
dos prolongados (4 meses), y aunque se han identificado va
algunas de las funciones que las cé&lulas realizan en dicho
substrato, a la fecha no se ha efectuado un estudio cuanti
tativo de tales funciones. En este trabajo se reporta la
fase i1ncial de una caracterizacidn cuantitativa de cultivos
primarios de hepatocitos de rata normal adulta sobre bio-
matriz hepdtica de rata, considerando como pardmetros la sin
tesis de protefinas vy de DNA, asi como el mantenimiento del
fenotipo adulto y de la morfologia celular. Todos los estu
dios se realizaron a las 24 horas de haber iniciado el cul-
tivo. Los resultados obtenidos indican que existe una sinte
sis activa de protefnas tanto celulares como de exportacidn,
la cual se mantiene en alto grado aidn a los 7 dias de culti
vadas las cé&lulas; ademd3s los hepatocitos parecen sintetizar
DNA, vy mantienen una morfologia v un fenotipo similares a
los que muestran {H v{v0. Se observd tambi&n que la activi
dad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) es un método
muy adecuado para cuantificar hepatocitos cultivados sobre
biomatriz. Estos datos, en conjunto, abren perspectivas para
el uso de este sistema en estudios tales como la induccién

in vitrce de la carcinogénesis, diferenciacién, etc.
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INTRODUCCION

El higado puede considerarse como una glfindula end&crina
puesto que produce una gran cantidad de proteinas y lipidos -
sanguineos, y a la vez como una glidndula exécrina, ya que se
creta bilis en el lumen intestinal. Ademfs, este Srgano fil
tra materiales de diversos origenes que llegan a €l a través
de la circulacidn sangufnea, regula las concentraciones plas
miticas de multitud de metaholitos y detoxifica al organismo
de substancias extranas (l).

Como glindula endScrina, el higado es el sitio de 3fneg
sis de la mayoria de las proteinas del plasma tales como la
albiimina, transferrina, lipoproteinas de alta_y baja densi-
dad, fibrindgeno y protombina (2-7) asf como de la mayoria
de las antiproteasas (8). Tambi&n es capaz de aumentar los
niveles plasmiticos de un cierto nfimero de a-globulinas -
(haptoglobina, ceruloplasmina, a;-glicoproteina &cida) o
bien de hacerlas presentes, como en el caso de la ap-macro
globulina, la cual es detectada despu&s de que se ha desen
cadenado un proceso infeccioso (9-11).

Dentro de las funciones exdcrinas del higado estd la
eliminacidn de bilirrubina, esteroides y otros compuestos
semejantes que deben transportarse en ;a circulacién unidos
a proteinas plasmi@ticas, por lo cual la excrecifn renal de

dichos complejos no es posible. Tal fun:ién excretora la



realiza el higado 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 esta forma,
su arribo a la membrana del hepatocito, donde acarreadores
especificos facilitan el desacoplamiento de las moléculas
enlazadas y su transporte al interior de las c&lulas, en el
cual son transformadas en mol&culas con mayor grado de hidro
filicidad, pudiendo de este modo secretarse en la bilis junto
con sflidos orgdnicos entre los que figuran las sales orgid-
nicas, lecitina y colesterol, asf como compuestos inorginicos,
principalmente sales sfdicas (12,13).

El higado juega ademds un papel central en el manteni-
miento de la homeostasis de carbohidratos (l14). Durante la
alimentaciSp la glucosa que no es utilizada se almacena en
el higado en forma de glucdgeno, el cual durante periodos
prolongados de inanicidn puede hidrolizarse para dar glucosa
gracias a la glucogenolisis. De esta manera el higado provee
de glucosa a los tejidos que la utilizan como dnico combusti
ble, particularmente el cerebro.

La detoxificacién de compuestos extrafos es una funcién
nmds del higado. 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 metaboliza

dos de manera similara dichos compuestos. Sin embargo, los
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compuestos extrafios que no tienmen contraparte enddgena son ge
neralmente metabolizados en el higado por enzimas no especi-
ficas, Para tal efecto existen dos. vias principales: 1la -
primera incluye reacciones que pueden transformar un grupo
funcinal en otro o introducir grupos polares en compuestos
hidrofébicos; la segunda comprende reacciones que conjugan
grupos polares con glucuronato, sulfato, glicina, glutamina

y grupos metilo (15).

De acuerdo a lo sefialado anteriormente el higado es un
efector central en la homeostasis de los mamiferos, y es por
esta razbn que se han disefiado algunos métodos que permitan
estudiar {n v{ifroc y en forma separada, diversos aspectos de
su fisiologfa. Cuatro preparaciones son de uéo general para
tal efecto: higado aislado perfundido, incubacidn de rebana
das hepiticas, cultivos de lineas celulares hepdticas y culti
vos de c&lulas parenquimatosas de higado (16). Aunque todas
estas preparaciones han aportado conocimientos importnates,
cada una tiene sus limitaciones metodoldgicas. El1 higado
aislado perfundide y las rebanadas hepdticas implican el uso
de tejido no fraccionado, y en consecuencia fallan en la dis
criminacién funcional entre las c&lulas parenquimatosas y -
las sinusoidales (16). En la bisqueda de uan preparacidn mis
homogénea de células se desarrollaron los cultivos de lineas
celulares provenientes de explantes de higade (17). Estas

lineas celulares satisfacen los reg.erimientos de homo-



geneidad, pero generalmente fallan como un sistema ideal

ya que, a pesar de que su origen fue un grupo de c&lulas he
piticas, despufs de tantas rondas de replicacidén a las que
se han sometido, las c8&lulas carecen ya de muchas de sus -
caracteristicas fisioldgicas iniciales (18). Por dltimo,
las c&lulas aisladas directamente del auniwal no tienen este
problema y, en cambio, presentan las siguientes ventajas -
como sistema modelo: permiten el uso de c&lulas especificas
sin la interferencia de otros tipos celulares, permiten -
seguir el curso temporal de un fenfmeno dado y evitan la -
variabilidad biolfgica que resulta del uso de varios anima
les (19).

No obstante, una limitacifn importante de este dltimo
sistema es el corto periodo de sobrevida de -1 1/2 a 4 ho-
ras - de lo; hepatocitos una vez aislados del Srgano (20,21).
Uaa variante que evita esta limitacidn es el establecimiento
de los hepatocitos en cultivo primario - 1las cé&lulas se -
cultivan en monocapa inmediatamente despué&s de extraerse del
higado-, ya que de esta manera se proporcionan a las cé&lulas
los diferentes nutrientes, factores y complementos hormona-
les, asf como un substrato sobre el cual puedan crecer en con
diciones similares a las de su medio ambiente natural (16).

Sin embargo, los cultivos primarios de hepatocitos y en
general los de c&lulas epiteliales no han podido establecerse fi

cilmente (22), debido entre otras causas a: i) Un inadecuado
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medio basal (23). 1ii) Inadecuados requerimientos hormonales
(24), iii) las condiciones estdticas del cultivo celular, en
el cual los gradientes de oxfgeno y nutricionales limitan el
crecimiento y el funcionamiento de las c&lulas (25), iv) 1la
acumulacifn de productos de desecho que pudieran ser tdxicos
para las c&lulas (23), y v) una carencia de organizacién en
tres dimensiones como consecuencia de una interaccifn c&lula-
substrato y c&lula-c€lula inadecuadas (26).

i) El medio debe suplir los nutrientes esenciales -iones
totales, elementos que se requieren en pequefia cantidad (tra
zas), amincscfdos. vitaminas, etc. -y mantener dentro de 1i-
mites aceptables los parimetros fisiolSgicos. Un adecuado pun
to de partida, en cuanto a hepatocitos se refiere, es el medio
esencial minimo (MEM) propuesto por Eagle en 1959 (27) el cual
contiene un balance adecuado de nutrientes. Existen dos tipos
de medios de cultivo: aquéllos cuya constitucifn esta quimica
mente definida, o bien aquéllos en los que esta definicidn no
es completa por estar complementados con suero bovino fetal,
cuya composicifn es desconocida (28). La razfn por la cual el
suero es usado como suplemento del medio es porque contiene gran

nimero de diferentes actividades promotoras del crecimiento =

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

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

otros representa mds bien una limitacidn, ya que interfiere
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en el estudio de las actividades metabflicas especificas de
algunas c&lulas, por lo que se ha ideado la manera de suple
mentar medios basales con cantidades conocidas de elemen-
tos necesarios, que normalmente aportarfa el suero (28,29).
De los medios recientemente reportados el que propone Yamada
y col. (29) contiene entre sus elementcs al dcido oleico, ¥y
el de Hasegawa y col. (30) introduce el uso de dcido pirdvico.
Estos medios de cultivo son adicionados de hormonas y facto
res de crecimiento, de los cuales se hablard a continuacidn.

ii) Los requerimientos hormonales, en general, se han
determinado empiricamente, y a la fecha se han propuesto va
rias posibles funciones de las hormonas en los cultives.
Asi,se ha sugerido que la insulina incrementa la eficiencia
de anclaje (31), estimula la produccién de albimina y 1la
sintesis de‘protafnas en general (32,33), induce la glucoci-
nasa (34,35) v estimula la prolil-hidroxilasa (36). Por
otra parte, el glucagon ayuda a mantener la actividad de
fosfoenol-piruvato-carboxicinasa (37), la gluconeogénesis
(38) y la entrada de aminodcidos gluconeogénicos (39).
También se encontrd que la hormona del crecimiento es esti
mulante de la produccién de somatomedina - pé@ptidos con acti
vidad mitogénica- y junto con otras hormonas, induce la pro
liferacidén celular hasta por 6 dfas (40,41). La presencia
de hormonas esteroides como la dexametasona incrementa el

tiempo de sobrevida de los cultives (42) y las del tipo -



hidrocortisona inducen la actividad del citocromo Pys5q (43-
45). Sin embargo, la presencia de este tipo de hormonas in
crementa la actividad de gama-glutamil-transpeptidasa (y-GTT),
la cual es una enzima localizada en la membrana plasmidtica
(46) cuya actividad estd aumentada en estados fetales y en
c€lulas transformadas, por lo que es conveniente que se su
priman del medio estos esteroides (47).

Otros elementos que con frecuencia se anaden al medio
de cultivo son los factores epid&rmico y plaquetario de cre
cimiento (FEC y FPC respectivamente), cuya funcifn en el
cultivo es inducir la duplicacidn celular (48-50); en el caso
del FEC tambi&n se ha reportado que activa los sistemas de
transporte de iones monovalentes (51) asi como la fosforila
cién de proteinas de la membrana plasmdtica (52), e incremen
ta la actividad de la ornitina descarboxilasa (53).

iii) y iv) En cuanto a la necesidad de una tensién de
oxigeno y un gradiente de nutrientes adecuados, asi como la
acumulacién de metabolitos téxicos para la célula, un cambio
continuo del medio de cultivo (cada 24 horas) permite por
una parte mantener una proporcidn adecuada de nutrientes, y
por otra conserva los metabolitos de desecho por debajo de
una concentracifn tdxica; este cambio de medio, aunado a una
presidn de 95% de 0; y 5% de CO; -son las mejores condiciones hasta
ahora encontradas (54).

v) La interaccidn c&lula-substratc es importante para
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las c€lulas ya que se ha sugerido que determina la eficiencia
de anclaje, asf como la sobrevida, la forma y la funcionali-
dad celular (22,26,55-57). En la biisqueda de un substrato -
adecuado, se ha probado una considerable cantidad de materi-
les, entre los cuales estin el plastico (16,32,58), la Con-
canavalina A y cationes divalentes (59), asialoglicoproteinas (60)
y los filtros de nitrocelulosa (61); en todos ellos el perio
do de sobrevida de las cEflulas no excede de 15 dias.

Considerando que las c&lulas {n v{vo se encuentran en
contacto con elementos de la matriz extracelular, entre los
cuales se encuentran los diferentes tipos gen&€ticos de cold-
gena (62-64), las glicoproteinas fibronectina y laminina (65,
66) y los glicosaminoglicanos (67-69), algunos de esos ele-
mentos se probaron como substrato para los hepatocitos, en-
contrﬁndose.que con la coldgena se presentaba el mayor lapso
de vida celular, el cual fue de un mes (70-73). Ya que estos
resultados eran alin insatisfactorios se probd un extracto -
crudo de tejido conectivo hepdtico (74), al cual se denomind
biomatriz y con el cual se logrd un periodo de sobrevida de 4
meses (74).

Ademds de la influencia sobre el lapso de vida de las
c€lulas en cultivo, la biomatriz resultd ser el substrato con
el que mayor eficiencia de anclaje se ha logrado obtener -
(90%), caracteristica que se ha demostrado es dependiente de

la fraccidn proteica soluble en dcido ac@tico presente en -
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esta biomatriz (75).

Ahora bien, en cuanto a la participacién de este subs
trato en el mantenimiento de la funcionalidad celular, se
sabe que los hepatocitos cultivados sobre biomatriz hepdti
ca sintetizan alblmina y mantienen presentes otros marca-
dores funcionales especificos durante aproximadamente 4
meses (74). Por otro lado, células de epitelio mamario de
rata cultivadas sobre biomatriz del mismo origen son también
capaces de crecer y producir lactosa y a-lactalblimina (76).

Hasta este momento se sabe que la biomatriz mantiene
un largo perfodo de sobrevida de los hepatocitos a través
del cual se expresan algunas funciones tipicas de su feno-
tipo adulto, pero afin se desconoce la magnitud de tal expre

sidn, por lo que esta tesis planted el siguiente:
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OBJETIVO

CARACTERIZACION DE CULTIVOS PRIMARIOS DE HEPATOCITOS DE

RATA SOBRE BIOMATRIZ HEPATICA (Fase Inicial).

Los pardmetros especificos de funcionalidad considerados
fueron la sintesis de proteinas, medida por incorporacién
de leucina—aﬂ; la sfntesis de DNA, medida por incorpora-
cidn de timidina—SH; la estabilidad fenotipica, determinada
tanto bioquimica come histoquimicamente por la actividad de
y-GTT. Todos estos pardmetros se midieron a las 24 horas
de haber sembrade las c&lulas, excepto la sintesis de pro
teinas, la cual se determind tanto a las 24 horas como a

los 7 dias.
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MATERIALES

El material de plistico utilizado en los cultivos (cajas de
Petri de 35 mm, pipetas, tubos de céntrifuga, recipientes)
fue adquirido de Lux Scientific Corp. (Newbury Park, Ca.
USA) y Falcon Labware, Divisién Becton Dickinson and Co. -
(Cockesville, Md. USA), Las soluciones y medios de cultivo
que se utilizaron fueron preparados con reactivos de grado
analitico de la mds alta pureza: aminoidcidos, hormonas y
vitaminas se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (Phillesburg,
N.J. U.S.A.), las diferentes sales, de Merck (Darmastd, RFA),
los antibibticos de Gibeco Laboratories (Gran Island, N.Y.
U.S5.A.), la leucina-aﬁ se obtuvo de New England Nuclear Corp
(Boston, Ma. U.S.A.) y la timidina-sﬂ 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 filtracidén de las cé&lu-
las y la preparacifn de la biomatriz se obtuvo de Tetko Inc.
(Elmsford, N.Y. U.S.A.). Los filtros para esterilizacién
de los medios fueron de 0.2uym y se obtuvieron de Millipore
Corp. (Bedford, Ma. U.S.A.); los filtros de fibra de vidrio
que retienen partfculas de‘l.;pm fueron obtenidos de Whatman
Inc. (Clifton, N.J. U.S5.A.). La pelicula utilizada en la
fluorograffa, fue del tipo X5-5, 13 x 18 cm, y se obtuvo de

Kodak de México (Guadalajara, Jal. Méxi . o).
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METODOS

Preparacidn de biomatriz.- La biomatriz se preparé como
lo describen Rojkind y col. (74). Se licud el tejido con 5
a 10 voldmenes de agua a 4°C (todo el procedimiento se reali
z6 a esta temperatura)y se filtrd inmediatamente a través
de una malla de nylon. El material retenido (biomatriz) fue
sujeto a varios lavados sucesivos -con agitacién, de 1 hora
cada uno- con las siguientes soluciones: NaCl 1M, butanol-
gter 3:2, v/v,agua (2 veces o mds); después del {iltimo lava
do la biomatriz se filtr§, se secd en papel filtro y se al
macend en medio de cultivo con antibidtico a -20°C. El ren
dimiento obtenido fue de aprox. 1% (g biomatriz hiimeda/g de
tejido).

Preparacidn de cajas con biomatriz.- Fragmentos de
10um de biomatriz se obtuvieron por medio de un criostato
(TCTKO; Miles Tissue-tek II), y con un pincel se esparcie-
ron lo mids homogeneamente posible cubriendo toda la superfi
cie de una caja de cultivo; a estas cajas se les agregé 1 ml
del amortiguador salino de fosfatos (PBS), pH 7.4, contenien
do penicilina y estreptomicina en las mismas concentraciones
que las utilizadas en el medio. Las cajas se expusieron a
luz UV durante la noche. Dos horas antes de iniciar los -
cultivos se elimind el PBS de las cajas, y se les agregd el

medio de cultivo cuya esterilidad se verificé por observacidn



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), Acido pirfvico (30), factor plaquetario de -
crecimiento de bovino (77) y antibifticos (78). La composi

cién final del medio fue la siguiente:



.15

SALES mg/L Aminodcidos esenciales mg/L
NaCl 6500 L-Arginina 105
KCL 400 L-Cisteina 324
MgS0y + 7H30 2000 L-Histidina 294
NaHpPOy * 4H0 140 L-Iscleucina 52
NaHCO4 200 L-Lisina 58
CaCly - 2H30 200 L-Fenilalanina 32

L-Treonina 48

Aminodcidos no esenciales mg/L L-Teipréfano 10

L-Valina 46
L-Glutamina 294

L-Metionina 15
L-Alanina 890

L-Leucina 52.4

L-Aspidrtico 1330

L-Asparagina 1500 Vitaminas mg/L

L-Glutdmico® 1470

Cloruro de Colina 1.0

L-Prolina 1150

Acido Félico 2.0
L-Serina 1050
Mio-inositol 1.0
L-Glicina 750
Nicotinamida 1 0
Hozmonss mg/L D-Pantotenato de Calcio 1.0
—_ 1 .

rsiiike 6.72 Fosfato de Piridoxa 1.0

Transferrina 6.72 Ribodwyine Rl

Inosina 6.72 Tiamina 1.0

. - 7.

iniefne 6.72 Acido ascérbico 175

i i T2
T3 6.72 Biotina 0.0
i z i 25.0
T, 6.72 Hipoxantina 5
Cianocobalamina 0.2




Otros Elementos mg/L Antibibticos
Alblimina 2000,0 Penicilina 1000 U/ml
Acido Oleico 5.4 Estreptomicina 1000 U/ml
Glucosa 2000,0 Anfotericina 250 pg/ml
Acido piriivico 4400,0

Se adiciona FPC a una concen

Glutatidn 15.0 tracin final de 10%.
ROjO de fenol 100.0
Bepss 780.0

Preparacifn de los Factores Plaquetarios de Crecimiento-
(FPC) .- Los factores plaquetarios de crecimiento son péptidos
que se liberan de las plaquetas durante el proéeso de coagula
cién, por lo que para su obtencifn se procedid primeramente
al aislamiento de estas c&lulas de la sangre de bovino, de
acuerdo con el método de Gudino y Miller (79). La sangre se
colectd en una solucidn de Acido etilén-diamino-tetracé@tico
(EDTA) en una concentracién final de 1.5 mg/ml de sangre, se
centrifugd a 250 x g por 10 min y con mucho cuidado se co-
lectd el sobrenadante, el cual fue centrifugado a 1900 x g
durante 10 min. El1 paquete obtenido en este paso contiene
a las plaquetas.

Para inducir la coagulacidn y con esto la liberacifn de
los factores, las plaquetas se resuspendieron en un amorti-

guador Tris 20 mM (aproximadamente la d:cima parte del volumen
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de suero original) conteniendo 14 um de CaCl,;/ml de sangre
y se dejaron a 4°C durante la noche. Al siguiente dfa fue
separado el codgulo por centrifugacifn a 10000 x g durante
20 min y el material sobrenadante -que contenia a los fac-
tores plaquetarios- se esteriliz@ por filtracidn en milli-
pore. La concentracifn de los factores plaguetarios se
ajustd a un valor de 10x (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 c&lulas se obtuvieron
perfundiendo inicialmente el higado con un medio Ringer-Krebs
(80) sin calcio conteniendo NaCl 122 mM, KCl 4.89 mM, KH,PO,
1.2 mM, MgSO, 1.2mM,NaHCO3 24,76 mM, equilibrado con 0;/CO;
(95/5%), el cual fue incubado a 37°C. Se pasaron 100 ml de
esta soluci&n a través del higado para eliminar el calcio
extracelular (81), enseguida se hizo recircular durante 10
min una solucidn igual a la anterior, pero que ademds conte
nfa CaCl, 5 mM y colagenasa 1 mg/ml. Se eliminé la cdpsula
de Glisson (82) y se agitd el higado en un recipiente conte-
niendo la solucifn inicial de perfusifn, esta vez conteniendo
CaCly 2.5 mM, y se filtré a través de una malla de nylon.

El filtro se centrifugd a 50 x g durante 2 min y se descarté§
el sobrenadante; el precipitado se lavéd 1 & 2 veces mds con
esta misma solucidn, se resuspendid en medio de cultivo a

una diluecidn de 10% c&lulas/ml y se depositd en cajs de cul
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tivo (1 ml cada una) que contenian biomatriz.

Cuantificacidn de los Hepatocitos.- De acuerdo con
Obrink (83), la actividad de lactato-deshidrogenasa (LDH)
es constante en los hepatocitos normales, de manera tal que
puede tomarse como un indicador del niimero de c&lulas en -
un cultivo. Laactividad puede determinarse por la cantidad
de dcido pirfivico que la enzima transforma en dcido ldctico,
utilizando NADH como donador de electrones -en una relacién
estequiométrica- que puede medirse como un decremento en la
absorcidn a 340 nm. Asi, para cuantificar a los hepatocitos
se elimind el medio de las cajas, se lavaron con PBS y a
cada una se le anadid 500 ul de amortiguador de lisis (Tri-
tén X-100, albimina 1% en amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH
7.4). De esta manera las c&lulas se rompieron y la enzima
quedd en forma soluble; esta solucidn se agregd a una mezcla
de reaccidn que contenia 80 pg/ml de NADH, 50ug/ml de Acido
piriivico, pH 7 y se registrd el decremento de absorbencia a
340 nm. La curva patrdn de actividad de LDH vs niimero de he
patocitos se determind a partir de preparaciones de hepatoci
tos frescos contados en un hemocitdmetro.

Incorporacién de Leucina~3H en proteinas. La incorpora
cién de leucina-'H se midid adicionando 5 uCi del isStopo -
por ml de medio (sin leucina frfia para estos estudios) e in
cubando las células a 37°C con una tensién de 0,/C0, de 95/57%

(condiciones estdndar). A las 24 horas de incubacién el -
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medio se separd de las c&lulas, se lavaron las cajitas con
1 ml de PBS, el cual se adiciond al medio de cultive. De
este material se tomaron 0.2 ml y se agregd un vclumen -
igual de Acido tricloroacético (TCA) al 10%, se filtrd a
través de discos de fibra de wvidrio (1.2 um), se lavd con
1 ml de TCA al 5% y los filtros se resuspendieron en 2 ml
de agua mids 10 ml de liquido de centelleo (aquasol) para
determinar la radiactividad en un aparato Packard modelo
3255, Por otro lado, para medir la incorporacidn de leu-
cina-H en protefinas asociadas a la capa celular, se tra-
taron las c&lulas con 1 ml de amortiguador de lisis, y ali
cuotas de 0.1 ml de este lisado recibieron el tratamiento ya
descrito para las alicuotas del medio de cultivo.

Fluorograffa.- Se prepard un gel de SDS-acrilamida al
7.5% de acq;rdo al sistema descrito por Laemli (84) y se
corrieron -en condiciones reductoras- alficuotas conteniendo
30, 60, 120 y 160 ug de protefna, la cual se determind por
el método de Lowry (85). Posteriormente el gel se tratd
con Acido salicflico 1 M durante 1 hora (86), se secd y se
expuso sobre una pelicula fotogrdfica (Kodak XS-5) durante
90 dias a -70°C, perfodo después del cual se reveld la peli
cula.

Incorporacidn de Timidina"SH en DNA.- Se siguid el pro
cedimiento descrito por Strain y col. (77). Después de dar

un pulso de :imidina—3H (5 pCi/ml de medio), se mantuvieron
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los cultivos en condiciones estdndar durante 24 horas, al
final de las cuales se elimind el medio de cultivo y a las
c€lulas se les agregaron 2 ml de KOH 1 N por 1 hora. Un ml
se transfirid a un tubo de vidrio y se afiadif un ml de TCA
al 10%Z; el precipitado que se formé se transfirid a un fil
tro de fibra de vidrio (1.2 pu) vy se lavé 3 veces con 3 ml
de TCA al 5% y 3 veces con etanol absoluto. E1 filtro se
sometid a ebullicién con 800 pl de dcido perclfrico 0.5N
durante 15 min y, finalmente, se tomaron alicuotas de 500pl
para determinar su radiactividad.

Medicidn Bioqufmica de la y-GTT. La actividad trans-
peptidasa de esta enzima se determind de acuerdo al reporte
de Cameron y col. (87) utilizando y-glutamil-p-nitroanilina
como susbstrato, del cual la enzima transfiere el glutdmico
al aceptor glicil-glicina con la consecuente liberacidén de
p-nitroanilina, la cual puede cuantificarse por absorbencia
a 400 nm.

La mezcla de reaccidn - consistente de Tris-HC1l 60 mM
pH 8.2, MgCl, 20 mM, glicil-glicina 50 mM pH 8.2 y y-gluta
mil-p-nitroanilina 20 mM en un volumen total de 1.8 ml - se
preincubd durairte 10 min a 37°C. La reaccifn se inicid afia
diendo 100 ul del lisado celular; después de incubar a 37°C
con agitacidn por un lapso de 20 a 60 min, la reaccidn se
detuvo con 2 ml de dcido ac&tico 1.5 M y se cuantificd la

p-nitroanilina liberada. La curva patr.n de p-nitroanilina
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fue utilizada en un rango de 0-200 nanomolas.

Determinacidn Histoquimica de la y-GTT. La determina
cidén histoquimica de la y-GTT - de acuerdo al método de -
Rutemberg y col. (88) - consiste en la formacidn de preci-
pitados de color rojo intenso debido a que la hidrdlisis en
zimdtica del sustrato y-glutamil-4-metexi-2-naftilamida, 1i
bera la regidn 4-metoxi-2-naftilamida, que en presencia del
agente acoplante azul rdpido queda fijada en la regidn en que
la reaccidn se lleva a cabo; el complejo formado tiene un
color anaranjado que al formar un quelato con cobre cambia
a rojo intenso. Para la determinacidn enzimdtica en los -
cultivos, se eliminé el medio de las cajitas, las cuales se
lavaron con PBS y se fijaron en una solucién de formnl—CaZ+
(formol al 2% conteniendo CaCl,; 0.5%, pH 7) durante 5 min,
se repitid ;l lavado con PBS y se incubaron en la mezcla de
reaccién (y-glutamil-4-metoxi-2-naftilamida 0.25 mg/ml, gli
cil-glicina 0.5 mg/ml, azul rdpido 0.5 mg/ml en una solucién
salina al 0.85% amortiguada a un pH de 7.4 con Tris-HCl) -
durante 40 min. Se lavd con solucidn salina, se incubd du-
rante 2 min con sulfato cidprico 0.1 M y se lavd con PBS. En
el caso de los cortes de tejido el procedimiento que se -
siguid fue el anteriormente descrito, sdlo se cambiaron los
tiempos de fijacidn (12-16 horas) y de reaccidn (30 min para
cortes de rifién y 60 min para cortes de higado).

Determinacién Histoquimica de la ATPasa.- La determina
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cién de la actividad ATPasa, de acuerdo a Hugon y Borgers
(89), se basa en la formacidn de precipitados de sulfuro

de plomo, La reaccifn se lleva a cabo en 2 pasos, el pri
mero de los cuales se realiza cuando la enzima libera fos
fato por la hidr&lisis del ATP; este fosfato forma un quelato
con el plomo, En el segundo paso el sulfuro de amonio preci
pita los quelatos. En la prictica, las c&lulas se fijaron
por 3 min con formol—Ca2+, se lavaron con amortiguador de
cacodilato de sodio 0.1M, pH 7,4, y se incubaron durante 20
min en la mezcla de reaccidn (ATP 500 ug/ml, Pb(NO3), 0.127%
sulfato de magnesio 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 diluido por

1 min y se lavaron con agua destilada.



RESULTADOS

Un método generalmente utilizado en la determinacién
del nimero celular ha sido el conteo por hemocitdmetro. Sin
embargo, tal método presenta cierto grado de error debido a
que no se puede distinguir entre c&lulas viables y no via-
bles, ademids de que en algunos casos las células se agregan
y esto impide establecer con claridad el niimero celular.
Ademis, cuando se intenta despegar las cé&lulas que se han -
cultivado sobre biomatriz, o bien se les dafia, o simplemente
no se les despega del substrato para transferirlas al hemoci
témetro. Debido a estos problemas se procedid a estandari-
zar el método de la deshidrogenasa lictica.

Como se muestra en la Figura 1 la actividad de LDH
guarda una Telacidn lineal con el ndmero de hepatocitos hasta
2 x 10" c8lulas. Para concentraciones mayores de hepatoci-
tos, la pendiente fue diferente, debido posiblemente a que
los substratos estaban en cantidad limitante. Por tal motivo
todas las mediciones se hicieron en el rango comprendido en-
tre 2.5 y 20 X103 células, aunque los resultados de las medi
ciones enzimdticas realizadas se expresan por milldn de célu
las, para asi facilitar la comparacidn de valores.

Como se menciond en la introduccidn, una capacidad im-
portante del higado es la de sintesis de proteinas tanto de

uso interno como de exportacién, por lo cual se verificd la
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FIGURA 1. DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS MEDIANTE
LA ACTZVIDAD DE LDH

15

10

LACTATO DESHIDROGENASA (UNIDADES)

&

10 20
NUMERO DE HEPATOCITOS (X 1073)

Los valores corresponden al promedio de cuando menos cuatro
mediciones por duplicado * 1 D,.S.

* Una unidad de LDH equivalente al decremento de 0.0l D.0. a
340 nm y es equivalente a la oxidacifn de 4.82 x 10-% umoles
de NADH/min a 25°C y a pH de 7.0,
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capacidad de los hepatocitos en cultivo primario de incorporar
leucina-3H en proteinas, En la Tabla 1 se muestra la incor-
poracidn de este aminodcido radiactivo en las fracciones pre-
cipitables por TCA, tanto de proteinas de exportacifn como

de las asociadas a la capa celular; los datos fueron de -~
3.41 £ 1,1 x 10% y 6,27 * 1,7 x 10% dpm por milldn de célu-
las respectivamente. Dos mediciones realizadas a los 7 dfas
de cultivo, en condiciones similares, reportan resultadocs -
semejantes.

La fluorografia de las protefnas sintetizadas y libera-
das al medio de cultivo se muestran en la Figura 2. Se ob-
serva una banda principal (f) con un peso aproximado de -

65 000 daltones y con una movilidad relativa (Mr) de 0.52,
asi como cuatro bandas menores (g, h, i, j) con Mr de 0.55,
0.69, 0.70 vy 0.97; por encima de la banda de 65 000 existen
cinco mis (a, b, ¢, d, e) con Mr de 0.43, 0.24, 0.16, 0.11

y 0.05.

La poblacidn celular hepdtica {mn v{ve tiene una vida me
dia aproximada de un afo (90); sin embargo, ante ciertos es
timulos es capaz de proliferar. Con el objeto de ver la ca
pacidad proliferativa de los hepatocitos en el cultivo sobre
biomatriz hepatica, se determiné la incorporacidén de timidina-
3H, encontrindose un valor de 1.53 % 0,23 x 10% dpm por millén
de c&lulas (Tabla 2).

La pérdida de las caracteristicas fenotipicas de las -
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TABLA 1. INCORPORACION DE LEUCINA—3H EN PRCTEINAS SINTETI-
ZADAS POR LOS HEPATOCITOS CULTIVADOS SOBRE BIOMATRIZ.

Tiempo de cultivo Incorporacién en pro- Incorporacidn en pro-
teina soluble en el teina asociada a la
medio de cultivo. capa celular.
dpm x 107° /10® cels. dpm x 10~ /10% cels.

24 horas * 3.41 % 1.1 627 & AT
7 dias *% 4.79 = 1.1 5.36 & 1.43
* El valor reportado corresponde a la media + 1 D.S. de

cuando menos 6 experimentos por duplicado.

** E]1 valor reportado corresponde a la media * 1 D.S. de
2 experimentos por duplicado.
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FIGURA 2. FLUOROGRAFIA DE LAS PROTEINAS RADIOACTIVAS SINTE
TIZADAS Y LIBERADAS AL MEDIO DE CULTIVO.

i 2 3 4 banda Mr
' a 005
b 0.1
c 0.16
d 0.24
e 0.43
f 0.52
g 0.55
h 0.69
i 0.70
i A -} o097

Alfcuotas de medico de cultivo conteniendo 30, 60, 120 y 160

ug de proteina (carriles 1-4 respectivamente) se sometieron

a una electroforesis bajo condiciones reductoras utilizando
B-mercaptoetanol de acuerdo al sistema de Laemli (84). Se
utilizd un gel al 7.5% de acrilamida y se aplicd una corriente
de 1.5 mA por carril. La pelicula utilizada para la fluoro-

grafia de este gel se expuso durante 90 lifas.
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TABLA 2. INCORPORACION DE TIHIDINA-SH EN DNA DE LOS HEPATO
CITOS CULTIVADOS SOBRE BIOMATRIZ

Experimento  # dpm x 107%/10% cels.
1% 1.424 y 2.079
2% 1.564 y 1.543
3% 1.29
Media * D.S. 1.53 * 0.23

* Cada uno de los valores reportados corresponde a la
determinacién realizada por caja de cultivo.



229

células en cultivo es uno de los problemas mds criticos del
cultivo primario de hepatocitos. El1 aumento de la actividad
de la y-GTT es una de las manifestaciones de tal fendmeno,
por lo cual se procedid a la medicién bioquimica y la deter
minacidn histoquimica de la enzima en las células cultivadas.
Como primer paso obtuvimos el dato de la actividad de y-GTT
en el 8rgano intacto, la cual fue de 336.54 + 118.33 nano-
moles/minuto por gramo de tejido (Tabla 3). Esta actividad no parece
ser dependiente de la edad del animal en estade adulto, ¥y

la dispersifdn de datos mi3s bien parece ser una funcidn de la
variabilidad bioldgica.

Posteriormente se hicieron las determinaciones en los
cultivos, en donde la actividad encontrada fue de 1.56 % 0.35
nanomoles/min por millén de c&lulas (Tabla 4), valor similar
al encontraho en el 6rgano intacto.

Como control para la determinacifn histoquimica de la
enzima y~-GTT se realizd la tincidén de un corte de rifién.
Como se observa en la Figura 3 la mayor actividad enzimdtica
estd localizada en la regién tubular, aunque se observa,
ademds una tincién intensa en la porcidén cortical; la zona
medular no carece totalmente de actividad.

En el corte de higado (Figura 4) la actividad se loca
liza en las Areas canaliculares y zonas periportales. Sin
embargo, el nimero de hepatocitos con tincidn positiva es

minimo, lo cual refleja la poca actividad detectada bioqui
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TABLA 3. ACTIVIDAD DE LA Y-GLUTAMIL-TRANSPEPTIDASA EN EL
HIGADO FRESCO

Peso del animal Edad aprox actividad *
(g) (semanas) n molas p-nitroanitina/min/g tejido
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 T2
275 9 242.20
242.20
275 9 383.87
483,45
440 16 390.22
313.95
Media * 1DS 336.54  118.33

* La actividad se midié en la fraccidén que sedimenta a 1000 xg,
después de homogeneizar el tejido; el ensayo de la actividad se

realizd como se describe en mé&todos.
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TABLA 4. ACTIVIDAD DE y-GLUTAMIL-TRANSPEPTIDASA EN HIGADO
FRESCO Y EN HEPATOCITOS EN CULTIVO

Preparacién n moles de p-nitroanilina/min/10% cels
Higado fresco * 2.80 £ 0.98
Células en cultivo ** 1..56 % 035

*# Se considera que 1 gramo de higado contiene 120 x 108

células.

% Valores obtenidos en c&lulas cultivadas por 24 horas

y que son el promedio de 3 experimentos diferentes,

realizados por duplicado.
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FIGURA 3. DETERMINACION HISTOQUIMICA DE TA y-GLUTAMIL-
TRANSFERASA EN CORTE DE RIRON

El grosor del corte de rindn fue de 10 um
* Las zonas mids obscuras corresponden al sitio en donde se
deposita el complejo formado en la reaccién enzimitica.

La fotografia corresponde a un aumento de 132 X
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FIGURA 4. DETERMINACION HISTOQUIMICA DE LA y-GLUTAMIL-
TRANSFERASA EN CORTE DE HIGADO NORMAL

El grosor del corte de higado fue de 10 um
* La observacidn del color de la fotograffa es la misma que
se hace para la figura 3.

La fotografia corresponde a un aumento de 132 X.
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micamente. Un patrfn similar se observd en los hepatocitos
aislados a las 24 horas de cultivo (no se muestra),

Con respecto a la morfologfa que 1os‘hepatocitos norma
les muestran en el cultivo sobre la biomatriz, se encontrd
que es muy similar a la que tienen {n v{vo, como lo muestra
la formacidn de "cordones" de c&lulas poligonales (Figura 5),
que al ser tefiidas histoquimicamente para ATPasa (Figura 6),
muestran la actividad de esta enzima en regiones que semejan
los sinusoides presentes en el drgano 4in vivo. Se observa,
ademds, la carnecia de tincidn en la regién de los canalfi-’
culos. Estos datos, en conjunto, manifiestan una adecuada
polarizacibn de las c&lulas mantenidas en el cultiveo.

Cuando una rata ha sido tratada con carcinﬁgenos la es
tructura del hfgado muestra "focos celulares con enzimas al
teradas™ o nédulos preneoplésicos (87); tal es el caso de
la y-GTT, la cual se incrementa considerablemente como puede
observarse en la Figura 7. Los hepatocitos obtenidos de estas
ratas se cultivaron sobre biomatriz hepitica y sobre biomatriz
de rifién, con la idea de seleccionar en la biomatriz de rifién
las células que han alterado sus caracteristicas de membrana
durante el proceso de transformacidén. Se observa que los he-
patocitos cultivados sobre biomatriz hepitica muestran el mis
mo patrbén de tincién para la y-GTT que el de las c&lulas nor-
males (Figura 8) mientras que los hepatocitos "preneopl&sicos"

cultivados sobre biomatriz de rifién, sn 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-

cifn de las c€lulas "preneopldsica" durante la transformacién.
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FIGURA 5. MORFOLOGIA DE LOS HEPATOCITOS CULTIVADOS SOBRE

BIOMATRIZ HEPATICA

La fotograffa corresponde a un aumento de 264 X.

Los hepatocitos corresponden a un cultivo de 24 horas.
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FIGURA 6. DETERMINACION HISTOQUIMICA DE LA ACTIVIDAD ATPasa
EN LOS HEPATOCITOS CULTIVADOS SOBRE BIOMATRIZ HEPATICA

La actividad se denota en la fotografia por un precipitado

mds obscuro que el fondo.

La fotografia corresponde a un aumento de 422 X.
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FIGURA 7. DETERMINACION HISTOQUIMICA DE LA y=-GLUTAMIL-
TRANSFERASA EN CORTE DE HIGADO PRENEOPLASICO

La tincidn se realizd en un corte de 10 um de grosor.
* La obsrvacidén del color en la fotograffa es la misma que

para la figura 3.

La fotograffa corresponde a un aumento de 422 X,
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FIGURA 8. DETERMINACION HISTOQUIMICA DE LA v-GLUTAMIL-
TRANSFERASA EN CULTIVOS DE HEPATOCITOS DE HIGADO PRENEO-
PLASICO SOBRE BIOMATRIZ HEPATICA

* La observacifn del color en la fotografia es la misma que
para la figura 3.

La fotograffa corresponde a un aumento de 132 X.
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FIGURA 9. DETERMINACION HISTOQUIMICA DE LA y-GLUTAMIL-
TRANSFERASA EN HEPATOCITOS DE HIGADO PRENEOPLASICO
CULTIVADOS SOBRE BIOMATRIZ DE RINON

* La observacidn del color en la fotograffa es la misma que
para la figura 3.

La fotografia corresponde a un aumento de 132 X.
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DISCUSION

La biomatriz es un substrato que ha permitido la sobre
vida de los hepatocitos y el mantenimiento de algunas de sus
funciones por perfodos prolongados (74).

Los pardmetros que se estudiaron en esta tesis acerca
de la constancia de las funciones celulares hep&ticas en -
cultivo sobre biomatriz fueron: sintesis de protefnas (por
la incorporacién de leucina-3H), duplicacién celular (por 1la
incorporacién de timidina-®H en el DNA), mantenimiento del
fenotipo adulto (tomando como indicador a la y-GTT). Ademés,
se verificé la morfologfa de los hepatocitos en el cultivo.
Estos pardmetros pueden servir como base para .estudios que
deben realizarse a mayor plazo.

Cuando se realizan estudios cuantitativos, los pardme-
tros de referencia deben contener el menor grado posible de
error. En el caso de los cultivos, la referencia mds utili
zada es el nifimero celular. En esta tesis se eligid la acti
vidad de lactato deshidrogenasa (LDH) como el método para
cuantificar hepatocitos por ser mis sensible y reproducible
que el hemocitémetro, y porque permite el conteo de las cé&-
lulas cultivadas sobre superficies como la biomatriz, la -
cual no permite el ficil desprendimiento de aquéllas.

Nuestros datos indican que la incorporacidn total de

leucina radioactiva a proteinas por los hepatocitos culti-
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vados sobre biomatriz hepitica fue 2-6 veces mayor que la
reportada para otros substratos (ver Tablas 1l y 5). Ademis,
se observa que aiin a los 7 dfas de cultivados los hepatocitos
sobre biomatriz la incorporacién total del aminodcido radio
activo es aproximadamente 3 veces mayor que el encontrado
por Tanaka y col a los 4 dfas (91). Pucde observarse asi-
mismo que a ese tiempo (7 dfas) la incorporacién en protei-
nas secretadas al medio de cultivo aumenta en relacidn a la
observada a las 24 horas, mientras que en el caso de la in
corporacifn correspondiente a la capa celular se presenta
una disminucidn. Ambos fendmenos probablemente ocurren
porque durante el perfodo posterior al shock que las células
pudieran haber sufrido a causa del proceso de extraccién,
las células efectfian una sintesis de proteinas encaminada
predominant;mente a su recuperacién, la cual tiende a dis-
minuir hasta el valor que corresponde a la sintesis de pro
tefnas tanto de recambio como de secrecifn en condiciones
normales. Si esto es cierto, los datos de la Tabla 5 sugie
ren que la recuperacién celular se ve mids favorecida por la
biomatriz que por el pldstico, ya que en este dltimo la re-
cuperacidn parece llevarse a cabo éﬁn a los 4 dias de cultivo.
La principal proteina sintetizada por los hepatocitos en el
cultivo es la albfimina, como se demuestra por su migracidn
en la fluorografIa y por los experimentos con anticuerpos -

especificos realizados en este laboratorio con anterioridad,
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TABLA 5. INCORPORACION DE LEUCINA- H A PROTEINAS POR HEPATOCLITOS CULTLVADOS
EN DIFERENTES SUBSTRATOS

Autores Substrato

Tiempo en
Cul riva

IsGtopo

Incorporacidn en
proteina soluble
en el medio de
cultivo.

(dpm x 107 5/108 cels)

Incorporacién en =
proteina asnciada a
la capa celular.

(dpm x 10 %/108 cels)

Crane y Suspensidn
Miller (32)

Tanaka y Plistico
eol., (91}

Este tra- Biomatriz
bajo

Tanaka y Plastico
col. (91)

Este tra- Biomatriz
bajo

24 horas

24 horas

24 horas

‘Leucina-aﬂ
lhc

Leucina-

Leucina-3H

Leucina-1%¢

Leucina-3H

1.04

3.41

1.84

4.79

5.76%

0.56

5.36

* corresponde a la

suma de ambos valores.

134 A
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datos que ademis concuerdan con los reportados por Reid y
col. (92), Como puede observarse, es la biomatriz el subs
trato que mejor mantiene la sintesis de protefnas en el cul
tivo al proporcionarle a las cElulas el medio extracelular,
lo que probablemente implica que la c&lula no invertird -
energfa en la sintesis de protefnas que le sirvan de subs-
trato,y que las proteinas sintetizadas serdn predominante-
mente aquellas que corresponden a la expresifn del fenotipo
adulto del hepatocito,

En la Tabla 2, podemos observar la incorporacifn de
timidina-3H en el DNA de nuestras c&lulas en cultivo pri-
mario -en presencia de dcido pirfivico y factor plaquetario
de crecimiento de bovino- la cual se encuentra en el rango
de lo encontrado con otros factores que estimulan la du-
plicacidn celular como el dcido pirfivico (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 utiliz§ como subs
trato al pldstico, eliminando con esto la mayor y mds ade-
cuada interaccifn entre los factores y las c&lulas y entre
éstas y el substrato. La forma como la biomatriz podrfa fa
cilitar estas interacciones seria "atrapando" a las macro-
moléculas con capacidad estimuladora del crecimiento (94),
o bien permitiendo un mayor anclaje de las c&lulas al subs

trato, ya que de acuerdo con varios autores la adhesidn es
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una capacidad que esti estrechamente relacionada con la du-
plicacién celular (26,95,96). Asimismo, los trabajos de
Wicha y col. (1976) dan apoyo a las aseveraciones anteriores,
al observar, en cultivos de c8lulas de epitelio mamario sobre
biomatriz del mismo tejido, que la incorporacidn de timidi-
na-3H se presenta sélo en la células que cstdn sobre el subs
trato, no asi en aquellas que, estando en la misma caja, se
hallan ancladas al pldstico. No obstante, los estudios de
incorporacidn del nucledtido marcado deben realizarse en pre
sencia del factor plaquetarioc adecuado, ya que se ha repor-
tado que existe especificidad de especie (77).

En cuanto a la morfologfa general que muestran los he-
patocitos en el cultivo, se observd que se encuentran como
células poligonales, formando cordoncillos y zonas que pare
cen canalichlos, semejando en mucho a las estructuras que
que mantienen {n v{vo. Esto puede deberse, de acuerdo con
varios autores (26,74,97-99) a que las c&lulas pueden inter
accionar de manera especffica con la matriz que les sirve
de substrato y adquirir asi una orientacién correcta, lo
cual permitirfa entonces las interacciones célula-célula y
la exposicidén de regiones del hepatocito adecuadas, dando
por resultado un arreglo mis semejante al que se presenta
in situ.

Anteriormente la coldgena se utilizé como substrato

para los hepatocitos, observidndose que permite algunas con
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ductas celulares que implican una mejorfa con respecto a otros
substratos como el pldstico; esto puede no ser sorprendente en
vista de que es un componente importante de la matriz extra-
celular (100), Sin embargo, las caracteristicas que esta dl-
tima cofiere a las c€lulas indica que contiene otros componen
tes que son importantes y necesarios para el mantenimiento de
las c&lulas en el amltivo (74), entre los cuales pueden citarse
elementos que al parecer son especificos de adhesifén celular
(75) y otros que deben controlar la diferneciacifn de las cé-
lulas (74,76,101). Evidencia directa de esta Gltima afirma-
cidn se presenta en los trabajos de Wicha y col. (76) quienes
demostraron la produccifn de lactosa y a-lactalbdimina por cé&-
lulas de epitelio mamario cultivadas cobre bi&matriz del mismo
tejido. Esto no sucede cuando las células se cultivan sobre
biomatriz hepdtica.

Puede observarse que son varias las caracterisitcas que
presenta la biomatriz y que la hacen el substrato mds id&neo
para abordar diferentes investigaciones. Tal es el caso del
estudio de la transformacidn 4n v.itro, para el cual la bio-
matriz cumple con los requisitos de mantener la sobrevida de
los cultivos por periodos prolongados y permitir la expre-
sién de funciones tipicas de las c&lulas. Otra de las carac-
teristicas que parecen estar presentes en la biomatriz es la
especificidad de Srgano (esto es, células hepidticas se adhie-

ren con preferencia a la biomatriz hepitica, y c@lulas de
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rififn -MDCK- se adhieren preferentemente a la biomatriz de
rifnén), la cual se estd explorando como herramienta para -
seleccionar a las c&lulas "preneopldsicas" del higado de una
rata que se ha tratado con carcindgenos, en base a que se ha
observado que las c&lulas obtenidas de tumores de Morris -
muestran una disminucidn en la adhesién al extracto Acido de
la biomatriz hepdtica (fraccidn que contiene los elementos
de adhesifn celular), dando como resultade una adhesifn pre
ferente a una fraccifn similar obtenida de riAdn (102).

Como éste, podrfan proponerse otros ejemplos, como el
de seguir la diferenciacidn de las c@lulas de higado fetal
cultivadas sobre biomatriz hepdtica, asi como otros estudios
que no cuentan afin con un sistema adecuado para ser implemen

tados.
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CONCLUSIONES -

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indi-

can que

La actividad de LDH es un buen mé&todo para cuantificar he
patocitos cultivados sobre substratos que no permiten -

facilmente el desprendimiento de las c&lulas,

- La sintesis de proteinas de los hepatocitos cultivados -
sobre biomatriz es muy semejante al primero y al sé€ptimo

dfia de iniciado el Gltimo.

- Los hepatocitos cultivados sobre biomatriz hep&tica in-

corporan timidina-3H en el DNA.

- La actividad de y-GTT detectada en los hepatocitos cultiva
dos sobre biomatriz se mantiene al mismo nivel que en el

tejido intacto.

— Los cultivos de hepatocitos sobre biomatriz presentan una
organizacidn y orientacidn 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
¥-GTT
LDH

MEM

um
NADH
PBS
TCA
Tris
T3

Ty

Adenosin- trifosfato

Acido desoxirribonucleico
Densidad &ptica

Desintegraciones por minuto
Desviacién estdndar

Acido etilén-diamino-tetracético
Factor epid&rmico de crecimiento
Factor plaquetario de crecimiento
Células
Gama-glutamil-transpeptidasa
Lactato deshidrogenasa

Medio esencial minimo

Movilidad relativa

Micromoles

Nicotin-adenin-dinucledtido reducido

Amortiguador salino de fosfatos
Acido tricloroacético

Tris (hidroximetil-aminometano)
Tri-iodotironina

Tetra-iodo-tironina o tiroxina
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