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INTRODUCCION



Durante los 1Ultimos dias de la gestacidn, los
organiemos fetales tienen que prepararse activamente para la
salida del entornc materno, ya gque tras el parto, dejardn de
beneficiarse de la protecoién y el suministro de nutrientes de
que disfrutaban hasta entonoces.

Necesariamente, tiene gque haber wuna serie de sefiales
responsables de la activacion de los mecanismos que permiten la
supervivencia del neonato. En este sentido, no es de extrafar
que tras la extraogoidén prematura de los fetos del olaustro
materno, sea posible la simulacidén "in vitro” en células
fetales de la activacién de procesos que fisiologicamente
acaecen durante la vida postnatal.

Por otro lado, se puede presuponer dque las células fetales
son ocompetentes para la proliferacion, en respuesta a diversas
sefiales mitogénicas definidas o al suerc fetal, puesto que
prooceden de un organismo en formacidén en el cual las oélulas se
multiplican activamente. El1 ocultive de estas oélulas, puede

gongtituir un exoelente modelo que permita estudiar las sefiales



que inducen la sintesis de DNA y la mitosis en las agélulas
durante el desarrolle embrionario.

Al mismo tiempo, existe una ocoordinacidn entre los prooesos
que conducen & la multiplicacidén ocelular, y los que determinan
que las células adquieran las capacidades especificas que les
corresponden segun su programa genético. Por tanto, el
desarrollo de los organismos pluricelulares estd sometido a un
eatrioto control de ambos procesos fundamentales, la
proliferaciéon y la diferenciacidn celular, los cuales haoen
posible la organogénesis.

Los trabajos experimentales que se presentan, s80n un intento
de valorar la oapacidad proliferativa y madurativa de las
células hepdticas fetales de rata de 20 dias de gestacidén en
oultivo primario. Estas océlulas, una vez adaptadas al entorno
"in vitro", deben responder a los agentes promotores de la

proliferacién y la maduracién celular.



I.-OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO



Para la realizacidén de la presente memoria de Tesis

Dootoral se han planteado tres objetivos:

1-Estudio de la capacidad proliferativa de los hepatocitos
fetales de rata en oultivo primario en respuesta a varios

factores de oreocimiento.

2-Estudio de ls maduracidén de los hepatoocitos fetales de
rata en oultivo primario: Expresidn genica de la
fogfoenolpiruvato ocarboxiquinasa, la enzima malica y la

glucosa-6~fosfato deshidrogenasa.

3-Estudio de la coordinacién entre los procesos

proliferativos y madurativos en hepatocitos fetales de

rata en oultivo primario.



De acuerdo con leos cbjetivos expuestos se propusc

el siguiente plan de trabajo:

1-Egtablecimiento de unas condiciones experimentales que
permitan la proliferacidn de los hepatocitos.

1.1 Estudio de la la inocorporacidn de 3H-timidina vy el

contenido en DNA de las placas de cultivo en respuesta a

factores de crecimiento, suero fetal, dexametasona,

insulina, glucagdén y agentes que aumentan los niveles de

AMPo intracelular.

1.2 Analisis del cioclo celular por citometria de flujo.
Z2-Establecimiento de unas ocondiciones experimentales que
favorezoan la maduracion de los hepatocitos.

2.1 Estudio de la actividad enzimdtica y expresidén génica de

la PEPCK en presencia de dexametasona, glucagdén, insulina,

T3, adrenalina y agentes que aumentan loca niveles de AMPao

intracelulares.

2.2 Estudio de la actividad enzimitica, cantidad de proteina

y expresidn génica de la enzima madlica en presencia de TS’

insulina, dexametasocna, glucagdén, agentes que aumentan los

niveles de AMPo intracelulares y diversos sustratos. Estudio
de la expresidén génica de la G&PD, enzima generadora de

NADPH, en presencia de las mismas hormonas Yy agentes.
3-Expresidn de la G6&PD, PEPCK Y EM en condiciones
proliferativas y no proliferativas.

3.1 Estudio de la actividad enzimdtica y la expresidn génioa

de 1la G&6PD en presencgia de EGF, suero fetal, insulina,

dexametasona, glucagdén y agentes que aumentan loe niveles de

AMP¢ intracelular.

3.2 Estudio de la actividad enzimatica y la expresidon génioca

de la PEPCK en las mismas condiociones.

3.3 Estudio de la expresidn génica de la EM en presencia de

T insulina, EGF vy suero fetal.

3!



II.-ANTECEDENTES BIBLTIOGRAFICOS



2.1 LA PROLIFERACION CELULAR

Mientras que los organismos unicelulares adaptan su
orecimiento y metabolismo a la digponibilidad de nutrientes de
su entorno, las océlulas de los mamiferos han desarrollado un
gomplejo gistena de control del oregimiento donde la
proliferacidn esta regulada no adlo por factores nutricionales
sino fundamentalmente por faoctoree de agrecimiento solubles, la
matriz extracelular y las interacociones VY comunicagidén que
mantienen las oélulas entre sl (Sohneider vy gol., 1991}, Es
gonooido que el cioclo ocelular es el procesoc mediante el oual
una célula crece y duplica su ocontenido, incluido su material
genético, para luego dividirse Yy dar lugar a dos nuevas
oélulas. Hoy en dia, el interés de 1los cientificos se centra en

conocer las moléoulas responsables de su regulaaidn.

2.1.1 Replicacion del DNA e inicio de la mitosis

En el ciclo celular estd finamente regulado tanto el iniocico
de la replicacién del DNA (fase § o de sintesis) ocomo al
comienzo de la mitosis (fase M). Ambas fases se alternan de tal
manera gue s8i se bloquea la fase 8 no comienza la fase M V¥
viceversa. Esta dependencia mutua asegura, por un lado, que las
células no puedan iniciar la mitosis antes de completar la
replicagién del DNA, y por otro, que los oromosomas no 8se
dupliquen mas 9que una vez. Al parecer esta regulacidn se
ejerce, en gran medida, mediante cambios en la actividad de una
sola moléoula, la proteina odo2. Esta proteina de 34kDa es el

producto del gen del ciolo de divisidn ocelular edoZ y posee



actividad serina/treonina gquinasa.

La proteina cdo2 mantiene durante todo el ciclo celular un
nivel oonstante, pero se han detectado otras proteinas, las
ciclinas, cuya concentracién aumenta durante la interfase, que
es la etapa del ociclo ocelular que ocomprende las fases 5, (E‘-1
(etapa preparatoria de 8) vy Gz (etapa preparatoria de M}, y ain
embargo, cae durante la fase M. Esto es debido a que, aunque
las ciclinas se producen a una tasa constante durante todo el
oiclo, su degradacién es mucho mas rdpida durante M que durante
la interfase. Las ciclinas poseen pesos moleculares
comprendidos entre 45 y 62 kDa, vy ®8e unen unas Uu otras
especificamente a odo2 segtn el momento del ciclo ocelular. En
conoreto, la ciclina B (45 kDa), es la que se asccia a odo2
para formar el complejo FPM (factor de promocién de mitosise).

Durante la interfase, ocuando se forma FPM, odc2 se encuentra

15) y en treonina (Thr167). La

fosforilada en tirosina (Tyr
fosforilaocidén en tiroesina impide la unién del ATP a codo2 y por
tanto, FPM se encuentra inactivo como quinasa. Parece ser, gque
al final de la fase S, se envia una sefial para aoctivar la
transcripoidn del gen cdo2$, el ocual se traduce en una proteina
con actividad tirosina fosfatasa que aoctda especificamente
desfosforilando cdo2 en Tyr15 (Dunphy v ool., 1991) (Gautier vy
aol., 1991). De esta manera, MPF ae acgtiva oomo quinasa y se
inicia la mitosis. En las 1lUltimas etapas de la mitosis, la
degradacion de las ciclinas Y, probablemente, la
desfosforilaciéon de odo2 en la treonina 167 ocausan la
inactivacidén del complejo MPF,

Igual que cdc2H es la proteinfosfatasa que aoctiva odeZ, se
han identificado dos proteinas quinasas en levaduras, weel vy
mikl, encargadas de fosforilar en tirosina a odo2 y de esta

manera inhibir la entrada de la océlula en la mitosis {(Lundgren

y col., 1991},



Los tltimos estudios, indican que en océlulas animales la
desfosforilacién de la tirosina 15 no es suficiente para
activar MPF, puesto que éste presenta una fosforilacion
adicional en la treonina 14 en su estado inactivo. Para la
activaocidn total de cdo2 como gquinasa y la consiguiente entrada
en mitosis se requiere la desfosforilacion de ambos residuos. A
pesar de que rompe con los esquemas tradicionales de la
divigsidén entre fosfatasas que actlan sobre residucs de tirosina
y las que lo hacen sobre residuos de serina o treonina, todo
parece indicar que cdc25 es la responsable direota de la
deafosforilacgidon tanto de la tirosina 15, como de la trecnina
14 adyacente. Se especula con la posibilidad de que en oélulas
animales, la quinasa weel fosforile vy la foafatasa code2b
desfosforile ambos residuocs de ode2, para determinar el momento
de iniciar la mitosis celular (Millar y ool., 1922).

El papel de edo2 en el comienzo de la duplicacidn del DNA es
muchc menos ooncoido. 8in embargo, en diversos sistemas, e
inoluso en oélulas humanas, ya se han aislado oiclinas
di“erentes de las tipo B (ciclinas de la mitosis). Quizd estas
giolinas sean las supuestas oiclinas de G1 que oolaboren oon

cdo2 en el inicio de la fase 8 (Moreno, 1992),.

2.1.2 Proliferacion de células hepaticas en cultivo

Las células hepAticas en oultivo primario son ocapaces de
iniciar la sintesis de DNA y la mitosis en respuesta a diversos
estimulos del corecimiento.

Para ello, es necesario en primer lugar la presencia en el
medio de ocultivo del aminodoido prolina (Houok y col., 1985).
Los aminodgidos son particularmente importantes como nutrientes
de las oélulas hepaticas puesto gque pueden servir como

precursores de proteinas, como sustratos energéticos y como



inhibidores naturales de 1la degradacidén de las proteinas
hepaticas. Dentro de los aminodcidos no esenciales, la prolina
es el uUnico que al igual que los aminoacidos esenciales tiene
una accion directa en la sintesis de DNA en hepatocitos en
cultive (Mitaka v ocol., 1991). Al parecer, esta esenocialidad de
la prolina en la proliferacién de hepatooitos en ocultivo se
debe a& su implicacidn en la sintesis de coldgeno intracelular.
Nc obstante, 8i el medio de oultivo ocarece de prolina, se
supone que los hepatooitos son capages de sintetizar este
aminodcido a partir de otros, y por tante, oomenzara la
sintesis de DNA aunque gon un ligero retraso (Nakamura y col.,
19845 .

En segundo lugar, la funciones relagionadas con el
orecgimiento de los hepatocitos en oultivo dependen de una
manera muy estricota de la densidad celular (Nakamura vy aol.,
1984). Asi, loe hepatooitos oultivados a bajas densidades
celulares tienden a iniciar un nueveo cioclo velular en respuesta
a estimulos del orecimiento. La explicagidén de este procesoc se
atribuye a cambios en la membrana celular y en el ditoesqueleto
gegin las diferentes densidades celulares {(Kumatori vy ool.,

1991).
2.1.2.1 Factores de crecimiento

Los faotores de oreocimiento son un amplio grupo de
polipéptidos que modifiocan la proliferacién ocelular. El
conocimiento de estos factores ha aportado numercsos datos
acerca de cdmo se oconstituye la respuesta mitogénica. 8e
considera un mitégeno completo como aquella sustanocia capaz por
si sola de estimular la sintesis de DNA y la mitosis aelular
(Michalopoulus, 1990). Dentro de los considerados mitdgenos

completos para las células hepéticas, se encuentran los tres



factores que se desoriben a continuacion.
2.1.2.1.1 Factor de crecimiento epidéermico (EGF)

El factor de crecimiento epidérmico (EGF) es un polipéptido
de 53 aminoécidos gue se purifidd originalmente a partir de la
gldndula submaxilar de ratén macho adulto. El EGF es un potente
mitégeno de diversas oélulas epiteliales y epidérmicas, entre
ellas las hepdticas. Por otro lado, en humancs, tiene actividad
inhibidora de la secrecidn dcida gdstrica, motivo por el oual
también se le denomina "urogastrona®.

Este factor tiene un peso molecular de 6 kDa y es una cadena
sencilla que posee tres puentes disul furo que son
indispensables para su actividad bioldgica (Carpenter y ool.,
1979) (fig. 1). El precursor del EGF (prepro-EGF) es una
moléoula que ocontiene aproximadamente 1.200 residuos ouya
gsecuencia inoluye, no sélo la secuencia del RBGF, sino también
lag de ocho unidades similares a EGF; ademas, en su extremo
carboxilo posee una secuencia hidrofébica caracteristica de una
proteina integral de membrana. Este prepro-EGF purificado e
intacto retiene la actividad biologica del EGF (Carpenter vy
col., 1990).

Se ha identificado una familia de moléculas similares a EGF
codifiocadas por distintos genes entre las ocuales se encuentra
el factor de orecimiento transformante tipo < (TGF <), que
posteriormente se desoribe. Todas las moléculas de este grupo
se unen con gran afinidad al recgeptor del EGF vy ocomo
consecuencia producen respuestas mitogéniocas en células
sensibles a EGF. En su estructura primaria, contienen sBeis
sisteinas esenciales para su actividad bicldgica al igual que
en el caso del EGF; estos residuos de cisteina, son similares a

los que poseen las proteinas de la superficie y el exterior



Fig. 1: Representacion grafica del EGF. lLos trazos mAs EIruesos

corresponden a los puentes disulfuro.



celular que c¢olaboran en funciones de adhesion v en las
interacciones proteina-proteina (Carpenter y ocol., 19%0).

El recseptor del EGF es una gl igoproteina transmembranal de
170 kDa. La regidén extracelular contiene el dominio de union al
ligando, mientras que en la regidn intracelular se encuentra un
dominio tirosina quinasa (Ullrich y ool., 1984). Estas dos
funciones del receptor de EGF, es decir, la unidén al EGF vy la
actividad tirosina quinasa, juegan un papel fundamental en la
induccidén de los efeotos bioldgicos del EGF y por ello, estan
sujetas & una fina regulacién. La actividad tirosina guinasa
del receptor estd regulada positivamente por la unién del EGF,
la cual oconduce a la foeforilacidén en tirosina del receptor y
de otros sustratos celulares como la fosfolipasa C- ¥ (PLC- X )
y la proteina activadora de la actividad GTP-asica del oncogeén
ras (GAP) entre otras. En este sentido, PLC- ¥ es el sustrato
del receptor de EGF que mejor se oconoce. La PLC- ¥ pertenece a
una familia de isoenzimas que hidrolizan el fosfoinositido 4,5-
bisfosfato para preoducir inositol 1,4,5 trifosfato (IPa) Yy
diacilglicerol (Rhee y ocol., 1989). El diacilglicerol actia
como un segundo mensajero que libera calocio del reticulo
endoplasmadtico y asi aotiva enzimas y prooesos dependientes de

calcio, mientras que el IP es un aotivador de la protein

3
quinasa C (PRC) . Paralelamente a estos mecanismos de
activacioén, se plantea la posibilidad de exista una

desensitizacién del receptor del EGF, ocoordinada oon una
atenuacion de la aotividad tirosina quinasa del receptor
inducida por aotivacién de la PKC, y que representaria un
mecanismo eficiente para limitar la amplitud y la duracidon de
la respuesta mitogénica al EGF. De esta manera, los receptores
tirosina quinasa de la superficie ocelular estdn sujetos a una
rapida aotivacidn por su ligando, seguida de proocesos

regulatorios seoundarios (Tartare y col., 1992).



Tras la unién del EGF a sus receptores, estos inician la
formacidon de homodimeros cuya afinidad por el EGF es mayor que
la de los mondmercs (Hurwitz y col., 1991). El complejo formado
por el EGF y el homodimero de receptores se internaliza, vy su
gonformaaicn se mantiene intracelularmente, va que esta
egstructura es la que permite la interaccién receptor-receptor y
la actividad tirosina quinasa. Si el EGF se separa de su
regeptor éste inmediatamente se monomeriza Yy no se producen las
respuestas esperadas (Sorkin y col., 1991).

El EGF fue la primera sustancia ouya ocapacidad como activador
de la sintesis de DNA en hepatoocitos en cultivo se demostrd. El
EGF es capaz de inducir la sintesis de DNA en aultivos de
hepatooitos tantoe adultos (MoGowan y col., 1981) como fetales
{Hoffmann y ool., 198%9). Como es caracteristico en estos
gistemas, la baja densidad celular favorece la acoidn de este
factor (Tsao y ocol., 19846). Egte factor produce en los
hepatocites en cultivo una estimulacién de la mitogénesis en
ausencia de insulina, aunque se requiere la combinacidén ocon
insulina para obtener la maxima respuesta (Tomomura ¥ ool.,
1987). Cuando se afiade el EGF a los hepatocitos en ocultivo, el
aumento en la sintesis de DNA no oomienza a las 24 horas sino
que los maximos efectos se observan entre las 48 y las 72 horas
de ocultivoe (Vintermyr y ool., 1987). Probablemente, esto es
debido por un lado, a que los hepatooitos tienen que
recuperarse de los posibles dafiog del proceso de aislamiento, vy
por otro, a gue tienen que adaptarse al entornc “in vitro'. La
estimulacidn de la sintesis de DNA por EGF normalmente oonduce
a dos o tres ociclos secuenciales de sintesis de DNA vy
mitogénesis tras los cuales, la sintesis de DNA se interrumpe
por causas desconocidas (Michalopoulus, 1990).

Los receptores del EGF dismunuyen en los ocultivoe de

hepatocitos asi como la afinidad del EBGF por los mismos. Los



receptores de alta afinidad desaparecen ripidamente después del
aislmiento de los hepatocitos, mientras que 80N los receptores
de baja afinidad los gue permanecen en nimero suficiente ocomo
para responder a los estimulos mitogeniocos. Por ello, ge
plantea la idea de que los receptores de baja afinidad son los
verdaderos receptores mitogenicos del EGF (Wellenberg vy vcol.,

1989) .

2.1.2.1.2 Factor de crecimiento transformante tipo << {TGF =)

El factor de corecimiento transformante tipo =< (TGF ), e8
una ocadena polipeptidica senoilla de B0 aminodcidos gque esta
funcionalmente y estructuralmente {30-40 % de homologia)
relacionado con el EGF (Marquardt y ocol., 1984) (Fig. 2). El
TGF & ge liga al reoceptor del EGF y oonduce también a la
aotivaocion de su actividad tirosina quinasa intrineseca (Pike vy
ool.,1982) (Massagué, 1983). El TGF X tiene menos afinidad que
el EGF por su recepter, pero su efeoto es mas potente; esta
disooiacidén entre la afinidad y la potencgia puede indicar que
estos factores producen diferentes sambios oonformaoionales en
el receptor (Gruppuso, 1989).

El términc de “"factor transformante"” se debe a que s8u
expresién es muy ocomin en océlulas tumorales vy transformadas.
Estos datos sugieren que el TGF o contribuye al oreoimiento
tanto normal ocomo neopldasico a través de mecanismos autocorinos
y paracrinos (Sporn, 1980).

El preoursor del TGF <X, el pro-TGF <<, es un polipéptido de
160 aminoacidos gue posee un dominio hidrofobigo
transmenbranal. Curiosamente, el pro-TGF X puede establecer
gontactos con los receptores del EGF de las células adyacentes
e inducir la actividad tirosina quinasa asociada a log miemod.

Por lo tanto, el pro-TGF e y el reoceptor del EGF, pueden
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Fig. 2: Representacidén grafica del TGF o< . Los trazos mas
gruesos corresponden a 1los puentes. ‘disulfuro. Los aminoacidos

marcados interiormente son los compartidos con el EGF .
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actuar comoc mediadores de la adhesidn intercelular y de esta
manera promover una respuesta mitogénica. A esta forma de

estimulacion entre células adyacentes se le ha denominado

"yvuxtacrina" (Anklesaria y col., 1990).

El TGF <X promueve la sintesis de DNA en los hepatocitos
adultos de rata (Mead y ool., 1989) y se ha deteogtado su
presencia en el higado fetal de rata (Gruppuso, 19893,

alcanzdndose la médxima congentracién del mismo en el dia 20 de
la gestacidn para después disminuir progresivamente con la edad
(Brown y ool., 1990). Dado que en la rata @l EGF sdélo alocanza
niveles importantes después del nacimiento, y que la expresiodn
y autofosforilacién de los receptores del EGF se incrementa al
maximo durante los vltimos dias de la gestacidén (dias 19-21),
pe supone que la aotividad tipo EGF que se deteota en el feto
se deriva de la unidn del TGF o¢ a los receptores del EGF. Esto
supondria un papel hepatotrofico del TGF o en el feto

(Gruppuso y col., 1992).
2.1.2.1.3 Factor de c¢recimiento hepatico (HGF)

El factor de orecimiento hepadtico (HGF) es el mitdgeno m&s
potente para hepatoocitos parenquiméticoa en cultivo primario, VY
parece ser el faotor responsable de la puesta en marcha de la
regeneracién hepadtica tras una hepatectomia parcial o tras una
lesidén. De hecho, su RNA mensajero se inorementa notablemente
en el higado en estas situaciones (Nakamura vy col., 1989).

Eeta sustancia se purificd a partir de plaquetas de rata
(Nakamura y aol.,1987), vy se observd, que 8su estrugtura se
correspondia oon la de la hepatopoyetina A identifiocada en
suero de rata hepatectomizada (Michalopoulus vy col., 1983). El
HGF es un heterodimero formado por una ocadena ligera de 34 kDa

( &) y una cadena pesada de 70 kDa (B), unidas entre si por
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puentes disulfuro. Su secuencia de aminoacidos tiene una gran
homologia con la del plasmindgeno v otras moléculas
relacionadas con la coagulacidon sanguinea. De manera similar a
estas proteinas, la cadena pesada del HGF, forma bucles gque se
asocian de dos en dos por medio de tres puentes disulfuro entre
bucle vy buocle (fig. 3). Este tipo de estructura esta
relacionada con la tendencia del HGF a estar en el plasma en
forma de complejo (Zarnegar y col., 1989).

El receptor de la superficie ocelular para el HGF es el
produoto del proto~-oncogen c-met, Este regeptor es8 tipo
tirosina quinasa y esta formado por una cadena o< (50 kDa) ocomo
dominio extracelular, unida por puentes disulfuro a una cadena
B (145 kDa) que oonstituye el dominio transmembranal y el

intracelular, oconteniendo esate tltimo la actividad tirosina

gquinasa (Bottaro y ogol., 1991). La actividad negativa de este

receptor estd regulada, por un lado, por la PKGC, y por otro,
+

por el inoremento en los niveles de Caz intracelulares

producido en respuesta al faotor, giendo ambos mecanismos
inhibitorios independientes entre s8i (Gandino y col., 1991 .

El RNA mensajero del HGF se expresa en varios tejidos en la
rata como higado, rifién, pulmén y ocerebroc (Tashiro y ool.,
1990) y estimula el crecimiento de varios tipos de celulas
epiteliales ademds de los hepatocitos maduros (Konishi y ocol.,
1991). En oultivos de células tubulares renales, se ha visto
que la estimulacidén de 1la sintesis de DNA que produce el HGF
depende fuertemente de la densidad celular, siendo mayor ouanto
mas baja es la densidad celular. En este mismo sistema, se ha
comprobado que el HGF y el EGF tienen efectos aditivos sobre la
sintesis de DNA (Igawa y col., 1991). En este sentido, en
hepatocitos en oultiveo, ambos factores combinados producen un
aumento mayor de los niveles de Ca2+ intracelulares que por

separado; esto se atribuye a que nmnientras que el HGF 8délo es
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capaz de liberar el Caz+ del retiouloc endoplasmético, el EGF

induce ademds la entrada del cation desde el exterior cgelular,
(Mine y col., 19%91).

Por otro lado, se ha observado un efeoto citostatico del HGF
en el crecimiento de oélulas tumorales gque expresan un regeptor
de HGF similar, en numero y afinidad por el ligando, al de las
gélulas normales. Probablemente, las seflales intracelulares
producidas a partir de la autofosforilacidén del receptor sean
diferentes en las oelulas tumorales Yy en las normales.
Asimismo, estos efectos inhibidores del orecimiento del HGF,
también se observan en células normales ocuando su orecimiento

es excesivo y no se produce la diferenciaoién normal

(thiperplasia) (Tajima y ocol., 1991).

2.1.2.2 Expresidén génica de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa

(G6PD) durante la proliferacidén hepatica

La gluocosa 6-~fosfato deshidrogenasa (D-glucocosa-6~-fosfato:
NADP'  oxidorreductasa (EC 1.1.1.491) (G6PD) es la enzima

limitante de la ruta de las hexosas monofosfato:

G6PD
Gluocosa 6-fosfato =-~----> 6-fosfogluconolactona
N\ *
NADP NADPH+H' ;
I
[

Q/ AMP

Ribosa 65-fosfato ->-> GMP
UMP

cMp
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A esta ruta se le atribuyen dos papeles fisiologicos: uno de
ellos es el suministro de NADPH para la lipogénesis y la
colesterogénesis, y el otro es el aporte de ribosas G-fosfato
para la sintesis de Aaoidos nuoleicos necesarios para el
crecimiento celular.

Por ello, los cambios en la aoctividad de la G&6PD pueden
influenciar tanto la lipogénesis como el oreciwmiento celular.

El RNA mensajerc de esta proteina tiene un tamafio de 2,3 kb
(Kletzien y ocol.,1985) y se traduce en mondmeros inaotivos de
58 kDa de peso molecular, lce ouales, forman homodimeros,
homotetrameros e incluso homohexdmeros activos (S8hreve y col.,
1977).

En cultivos primarioes de hepatocitos adultos, el EGF produoe
un significativeo aumento de 1la sintesis del RNA mensajerc y de
la sintesis proteica de la G6PD, sinergizando en este efecto
con la insulina. Esta induoccidn no se ve suprimida por la
presencia ni de glucagon ni de dibutiril AMPo en el eoultivo
(Yoshimoto y col., 1983a). Por otro lado, la indudgcion del EGF
y la insulina de la expresién de la G6PD en este sistema, se ve
favorecida por la baja densidad ocelular, disminuyendo 8l =se
duplica o triplica la misma (Yoshimoto y ocol., 1283a).

Estos datos, sugieren que en los hepatooitos proliferantes
la G6PD interviene en la sintesis de aocidos nucleicos. Este
papel en la proliferacidén de la G6PD supone que la valoracion
de su actividad enzimatica puede ser de gran utilidad para la
determinacién del estado del orecimiento celular en  los
hepatogitos en ocultivo (Tsao y ocol., 1986).

En otros sistemas oelulares, también se ha encontrado una
relagidén entre los ocambios en el estado proliferativo de las
células y el nivel de expresidén de la GéPD. Asi, en cultivos
primarios de adipooitos marrones fetales de rata, la presencia

de mitégenos ocomo el EGF produce un aumento del RNA mensajero y
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de la actividad enzimatica especifica de la G&6PD (Valverde vy
gol., 1991). Asimismo, en celulas corticales renales de rata en
oultivo, el tratamiento con factores de ocrecimiento como el EGF
conduce a un incremento en la actividad G6PD y a una activacién
de la ruta de las hexosas monofosfato. Al parecer, la G&PD se
enouentra unida en forma inaoctiva a alguna estructura y se
libera en respuesta a factores de crecimiento. La liberacion
debe provocar algin cambio conformacional o de otro tipo en la

G6PD lo cual conduciria a su activacidédn (Stanton y ocol., 19291).
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2.2 LA DIFERENCIACION CELULAR

En el proceso de formacion de un organismo, las nuevas
gélulas surgidas de lasg aucesivas mitosis, tienen la
posibilidad de abandonar el ciclo celular y entrar en una fase
denominada G0 (opuesta a Gi) o fase de gquiescencia. A partir de
egta fase, las agélulas se diferenocian adgquiriendo las
capacidades metabdlicas y funcionales propias del tejideo del
que vayan a formar parte. Todavia no se sabe bien 8i el paso de
una célula a este estado de prediferenciacidén se produce, bien
por efectores que actian en el momento de la galida de la fase
M, o bien, en el punto de control previo a la entrada en fase §

{Schneider y col., 1921).

2.2.1 Diferenciacién de células hepaticas en ocultivo

El periodo perinatal del desarrcolloc de la rata, se agooia
con importantes ocambios en la estructura y la funcion del
higado. Asi, se observa una pérdida progresiva de los elementos
hematopoyéticos propios de los estadios tempranos del higado
fetal, en favor del tamafio y el nimerc de los hepatooitos
parenquimaticos, los ocuales wvan adquiriendo las capacidades
funcionales de los hepatocitos maduros (Rothroeck y ool., 1988).
Es importante sefialar que muchas de las proteinas expresadas en
el higado adulto son practicamente indetectables durante la
gestacidén, y van apareciendo en momentos gonaretos justo antes
o después del nacgimiento. Este es el caso de la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa y la enzima malica entre
otras. Por ello, se oconsidera que el sistema de hepatoocitos

fetales en cultivo es un modelo muy Util para investigar los

18



mecanismos implicados en la diferenciacion enzimdtica del

higado (Shelly v col., 1991},
2.2.1.1 Expresién génica de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa

La mayvor parte de los datos que se oconccen acerca del
desarrollo y la regulacidn de la gluconeogénesis hepatioca, se
basan en estudios realizados con ratas. En esta especie, no hay
proceso gluooneogéniocoo en el higado fetal, y la ocapacidad de
sintetizar glucosa a partir de varics precursores, se adquiere
tras el nacimiento en paralelo ocon la aparicion de la
fogfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) oitosdlicva, que es la
dltima enzima de la secuencia gluconeogénica en desarrollarse

(Hanson y col., 1975).

La PEPCK (GTP: Oxalacetato carboxi-liasa (transfosforilante)
[EC 4.1.1.32]) es la enzima que oataliza la formacidon de
fosfoenolpiruvato a partir de oxalagetato v nucledtido

+ +
trifosfato en presencia de an ta) Mgz !

QOAA + NTP <=z=z===z=zz=====)> PEP + NDP + COZ

La PEPCK es un polipéptido ocon una uUnica cadena de peso
molecular alrededor de 70 kDa (dato de higado de rata), aungue
tanto el peso molecular, como la gomposicidén de aminocacidos

varia de una especie a otra. Esta presente ocon una alta
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actividad especifica en higado, corteza renal y tejido adiposo
blanco, y ocon actividades especificas mas bajas en pulmdn,
yeyuno y cerebro. Posee dog isoenzimas, una ocitoplasmdatioca vy
otra mitocondrial, que en la mayoria de las especgies son
inmunoquimicamente distintas. Se ha establecido que unicamente
la enzima citoplasmiatioca responde a estimulos hormonales vy a
variaciones de la dieta. En la rata, la PEPCK hepdatica es aasai
totalmente citoplasmdtica, sin embargo, en la mayoria de los
mamiferos un 60% de la enzima es mitocondrial (Hanson vy
col,,1972).

La regulacién hormonsal de la transoripcidén del gen de la
PEPCK reviste gran importancia puesto que oonstituye el pasgo
limitante de la gluconeogénesis. El gen de la PEPCK de higado
de rata tiene una longitud de & kb y oontiene 10 exones y 9
intrones. Este gen oodifica para un RNA mensajeroc de 2,6 kb
(Beale y ©ol.,1985) y 8u transcripoion se estimula por
glucooorticoides, AMPo y hormonaes tiroideas, mientras que la
insulina y los ésasteres de forbol inhiben su expresién. Al
parecer, toda la informacidn requerida para la regulaoidn de la
expresidon de la PEPCK en respuesta a hormonas, esta contenida
en el fragmento del promotor comprendido entre la posicidn =460
y la +73 (MoGrane y ocol., 1988),

La secuencia que regula la estimulacidn de la transcripoidn
de la PEPCK por glucocortiocoides es un complejo denominado GRU
(unidad de respuesta a glucocorticoides). GRU comprende dos
elementos de unién a receptores {(entre -39 y -349) denominados
GR1 v GR2, y dos faotores accesorios, AF1l {(entre -485 y -431) ¥
AF2 (entre -420 y -403), los ouales ligan proteinae diferentes.
Todos los elementos de GRU s8on neoesarios para la maxima
inducoidén de la expresidén de la PEPCK por gluogoocorticoides.
Asi, la ausencia de los faotores accesorios da como resultade

una reduocidén & la mitad de la maxima respuesta. Por su parte,
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GR1 vy GR2 independientemente, en presencia de los factores
acoesorios, también producen sélo la mitad de la maxima
respuesta (Imai y col., 1990).

En la induccidn de la transoripoidn del gen de la PEPCK
mediada por AMPo, estan implicados numerosos elementos de su
promotor. En primer lugar, se han identificado ocho dominios de
unidén a proteinas denominados CRE-1 (elemento de respuesta a
AMPo-1), CRE-2, v P1, P2, P3, P4, P5 y P6. Por otro lado, entre
los diversos faoctores de transoripcién que se unen a estos
dominios, se han identificado: NF1 (faotor nuolear 1), que se
une & P1, HNF-1 {(factor nuolear hepatico-1), que se une a P2
(Roesler y ocol., 1989), y CREB (proteina que se une al elemento
de respuesta al AMPo), que se une a CRE-1 (Park y ool., 1990).
Los Gltimos datos indican que CRE-t (de =92 a =-82), P3(I) (de
-250 a -234), y en menor medida, P3(II) (de -260 a =-250) vy P4
(=286 a ~270), son fundamentales para la respuesta del promotor
de la PEPCK al AMP¢ (Liu y ool., 1991).

Asimismo, se ha identificado un elemento de respuesta a T3
(TRE)Y entre las pogsiogiones =332 vy ~-308 del promotor.
Curiosamente, el elemente P3(I) ocitado para el ocaso del AMPO,
también es necesario para la respuesta del promotor a TS' Ambaoag
elementos, producen un sinergismo en la inducoion de 1la
transoripoidén del gen de la PEPCK por estimulacidén simultanea
oon AMPo vy 'I‘3 (Giralt y ocol., 1991). 8Sin embargo, este
sinergismo no se produce con CRE-1 (Liu y ool., 1991},

El efeoto inhibitoric de la insulina sobre la transoripeocidn
de la PEPCK, se ejerce a traves de dos secuencias de respuesta
denoninadas IRS dietal (entre =416 y =-402), e IRB proximal
(entre -271 y +69). Ninguna de las doa IRSs por separado, es
capaz de inhibir completamente la induogidén de la transcripciodn
de la PEPCK mediada por AMPc y glucocorticoides. Sin embargo,

ouando ambas secuencias estdn presentes, la acoidn inhibidora
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de la insulina es la predominante (0 'Brien y ocol., 1920). Por
otro lado, se ha logalizado una secuencia de respuesta a
ésteres de forbol (PRS) en las posiociones entre -416 y - 407 del
promotor de la PEPCK, la ocual ooincide acon IRS distal. Asi,
aungue los ésteres de forbol y la insulina actian a través de
rutas distintas, finalmente convergen en una misma secuencia de
DNA (IRS/PRS) para inhibir la expresién del gen de la PEPCK.
Dado que IRS/PRS ooincide ocon AF2, estd estratégicanente
situado para anular su funeidn, lo oual explicaria, odmo
ejercen la insulina y los ésteres de forbol su efeoto inhibidor
sobre la estimulacidn de 1la transcripoién de la PEPCK por
gluoocorticoides (0 'Brien y col., 1991).

Para el estudio de la regulacidén de la expresidén génica de
la PEPCK "in wvitro”, se han utilizado fundamentalmente los
hepatoocitos de rata adulta en ogultivo primaric. En este
sistema, los gluoocorticoides Jjuegan un papel orugial oomo
faotores permisivos de la induccidén de la transcripoion de la
PEPCK mediada por otras hormonas, VY ademds, aungue en menor
medida, actiian como estabilizadores del ENAm. En concoreto, ae
ha visto que el gluocagdn es incapaz por si solo de estimular la
expresién génica de la PEPCK a conoentraciones fisioldgicas
(0,1 nM) en ausenocia de glucocortivoides (dexametasona 100 nM)};
a congentraciones de 10 nM, el glucagdén produce tan solo la
mitad del incremento de RNAm de la PEPCK que se da en presencia
de las dos hormonas juntas a oconcentraciones fisioldgiocas.
Eastos datos, suUgieren que ia dexametasona aumenta la
sensibilidad de las oélulas por el glucagdédn permitiendo su
acoién a concentraciones fisioldgicas (Runge y cel., 1991). El
inoremento inducido por el gluocagén en el RNAm de la PEPCK es
paralelo a un aumento en la sintesis de proteinas, lo oual
conduse a mayores niveles de enzima vy actividad en 60-90

minutos. Por su parte, la insulina, es ocapaz de antagonizar la
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induccioén producida por el glucagon cuando ambas hormonas se
encuentran a conoentragciones figsioldgicas (insulina 5
nM-glucagdén 0,1 nM). La insulina ejeroce su efecto no adlo
reduciendo la actividad transcripcional del gen, sino también
acelerando la degradacién del RNAm de la PEPCK (Christ y ool.,
1990). Sin embargo, seglin se va aumentando la oonocentracion de
glugagdn (hasta 10 nM), la insulina va perdiendo su capacidad
antagonista incluso a ooncentraciones de 10 nM, siendc el
glucagdn la hormona dominante (Christ y col., 1%988).

En cultivos de hepatooitos de ratas adultas hipotiroideas,
los glucovorticoides y las hormonas tiroideas aumentan el
efeoto estimulador del AMPc sobre la transcripoidn del gen de
la PEPCK, y asimismo, aumentan la gintesis de la enzima. 8Su
efecto es répido, signifiocativo y aditivo, lo ocual indica que
actian independientemente (Hdppner y ocol., 1986).

El RNAm de la PEPCK en higado de fetos de rata "in vive™, no
oomienza a acumularse hasta justo unas horas antes del
nacimiento. Cuando se ocultivan hepatocitos de fetos de 14 dias
de gestacidén durante 48 horas en presencdia de dexametaasaona,
AMPo o T3 por separado, sdlamente se produce un ligero aumento
de los niveles del RNAm de la PEPCK en el caso del AMPo. S8in
embargo, ocombinando la dexametasona con el AMPo, y en mayor
medida, si ademds se afade TB’ ge obtienen indgrementos muy
gignificativos del RNAm de 1la PEPCK. En este sistema, la
insulina no produce el bloqueo de la transoripoién de la PEPCK
tipico del adulto. Por otro lado, la induocidn de la sintesis
proteica de la PEPCK por estas hormonas, es entre 3 y 4 veces
mas lenta que la de su RNAm. Seguin estos datos, en los primeros
dias de cultivo, el RNAm de la PEPCK no es capaz de traducirse,
y se acumula intracelularmente hasta aloanzar una concentracidn
relativamente alta. Considerando que los hepatocitos

embrionarios en cultivo tienen una capacidad de pintesis de
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proteinas total similar a la de los hepatocitos procedentes de
neonatos, se puede deducir que la limitaoidén de la eficiencia
traducoional, es uno de los mecanismos mas importantes para
cgontrolar la expresidon de genes egpecificos hepaticos en las
fases iniciales del desarrollo. Finalmente, egtos datos
demuestran que los hepatocitos embrionarios cultivados en un
medio suplementado con hormonag, son ocapaces de acumular RNAs
mensajeros y proteinas caracteristicas del fenotipo de los

hepatocitos adultos (Roon y ocol., 1988).
2.2.1.2 Expresidén génica de la enzima malica

La enzima malioca oitosdlica {EM) (L-malato: NADP
oxidoreductasa (descarboxilante) [EC 1.1.1.401), oataliza la
desoarboxilacidn oxidativa NADP-dependiente del malato para dar

piruvato:

nalato + NADP' =mmemacam=ac> piruvato + CO, + NADPH + ut

Es un tetrdmero de 250 kDa formado por ocuatro subunidades
estructuralmente idénticas e individualmente inactivas.

La EM se encuentra a altas oconcentraciones en todos los
tejidos donde ge gintetizan triglicvéridos activamente,
especialmente en el higado y en el tejido adiposo. E1 NADPH
generado por la EM, es una gran fuente de equivalerntes
reductores regueridos para la biosintesis "de nove"” dea
palmitato y otros acidos grasos de oadena larga,

La EM del higado de roedores y aves, se ha estudiado ocomo un
ejemplo de enzima hepdtioa regulada por miltiples factores
nutricionales y hormonales. Los factores dietétiocs, juegan un
importante papel en la regulacidén de la actividad de las

enzimas lipogénicas oomo la EM. Asi, en ratas adultas, una
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dieta rica en carbohidratos y pobre en grasas, induce la
formacidon de estas enzimas, mientras que el ayunce, disminuye
sus niveles (Fitch y ocol., 1960) (Gibson y col., 1972) (Volpe vy
ool., 1976). Por otro lado, muchas de las enzimas lipogeénicas,
entre ellas la EM, responden a 1la administracidén de la T3
(Diamant y ocol., 1972) (Roneari y waol., 1975) (Kumar y ocol.,
1977) (Mariash y ocol., 1980a}). Incluso, existe un sinergismo
entre los estimulos produsidos por la dieta y por la T3 gobre
enzimas lipogénicas ocomo la EM en ratas adultas (Mariash vy
ool., 1980b). La insulina, también tiene un papel inductor de
la transoripcidn de 1la EM en el higado de rata adulta
(Katsurada y col.,1988). Por el ocontrario, se ha observado un
efecto inhibidor de la transdripoion de la EM por parte de la
hormona glucagdén, o el AMPo, en hepatooitos embrionarios de
pollo (Goodridge ¥y col., 1976).

La actividad EM es muy baja en el higado fetal de rata, pero
ge acumula rdpidamente en los necnatos tras el destete (Ballard
y col., 1967). Los resposables de este cambio podrian ser, por
un lado, la suatitucidén de la leche materna, rioca en grasas,
por una dieta sdélida rica en ocarbohidratos, y por otro lado,
los aumentos que se producgen en los niveles ciroulantes de T3
(Duseault y ocol., 1975), aasi como la disminucidn de la aparente
resistencia del neonato a la aoccién de la insulina (Isaad vy
ool., 1988). Este aumento de la expresién de la EM en este
momento viene precedido de un aumento especifico similar de su
RNAm (Mann y col., 1991),

La EM de higado de rata esta oodificada por un gen de
longitud 95 kb que oontiene 14 exones (Morioka y ocol., 1989).
La transoripoion de este gen da lugar a dos RNAms de 4,5 vy 2,7
kb respectivamente (Dozin y ool., 19885).

El gen de la EM contiene un elemento de respuesta a T3 {TRE)

entre las posiciones =315 y ~24B, que incluye una =zona de unidén
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para los receptores nucleares de T3 (posidgidnea entre =281 vy

-261) (Petty v col., 1990). Las tres isoformas de receptores de

T3 conocidas, =<1, ﬂi y 32, ge pueden unir ocon aimilar afinidad

a TRE (Yen y ocol., 1991). Ademdas, existen unas proteinas
auxiliares del receptor de T3 (TRAP) gue hetercdimerizan ocon el
mismo y se unen a TRE (Darling y ool., 1991), oon lo ocual la
unién de T a TRE puede verse aumentada de una manera

3
espeogifica por interacoidén con proteinas nucleares (Yen y col.,

1991) .
La inducoidn de la EM oitosdlica en el higado de rata por

T s8e debe a un inogremento en el nivel de su RNAm produaido

3.‘
por ocambios pretransoripocionales (Towle y ocol., 1981). En
conoreto, la T3 acotiva la transdaripoién del gen de la EM a la
vez que disminuye la tasa de degradacidn de su pre-RNAm (Song y
col., 1988)., Asi se justifica el que los niveles de actividad
enzimdtica, y la tasa de sintesis de la EM, se vean aumentados
practicamente en la misma proporcién que los niveles de RNAm en
respuesta a T3 (Towle y ool., 1980).

La insulina también produce un aumento en los niveles de
RNAm de la EM en el higado de rata adulta. Sin embargo, la
insulina no altera la tasa de transoripcidén del gen de la EM,
sino que aumenta sU estabilidad por un mecaniamo
postransoripoional (Davis y ool., 1988). Por otro lado, en
hepatocitos de embriones de pollo, la insulina por si sola no
es capaz de aumentar los niveles de RNAm de la EM (Back y ool.,
1986) .

El efeoto del glucagon sobre la expresidn génica de la EM se
ha estudiado sobre todo en hepatocitos embrionarios de pollo,
En este sistema, el gluoagon (o el AMPc) es capaz de producir
una inhibioién de la transcripcién del gen de la EM inducida

por T3 e insulina (8alati y ool., 1991). Estoe datos sugieren

que la fosforilaoidn mediada por protein quinasa A (PKA) puede
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tener un papel en la regulacién del gen de la EM (Swierczynski
y col., 1991).

La influencia de la dieta sobre la expresidén génica de la EM
en el higado de rata adulta se ejerce fundamentalmente a nivel
postransoripoional. Asi, 8e ha observado que mientras las
dietas ricas en ocarbohidratos estabilizan @l RNAm de la EM, las
grasas estimulan la degradacion del mismoc {Katsurada y ocol.,
1987) .

Al estudiar la influenoisa de todos estos faotores
nutriocionales y hormonales aocbre la expresién de la EM en
cultivos primarios de hepatocitos adultos, se ha descorito que
la presencia de insulina, o bien de TS’ en el medio de cultivo,
produce un inoremento de 2.3 veges en la aotividad EM. Por el
contrario, la adicién de glucagén disminuye ligeramente la
actividad EM. El suplemento del medio de cultivo con glucosa en
ausencia de hormonas, no modifica la aotividad EM. Pero ouando
a la vez que la glucosa sge sfade insulina, 8e observa un
aumento mayor de la actividad EM que en presencia unicamente de
la hormona. Por su parte, la fruotosa por gi scla en ausencia
de hormonas, aumenta entre 2-3 veces la actividad EM. For
tanto, la aotividad de las enzimas envueltas en la lipogénesis
se inorementa en respuesta al metabolismo de oarbohidratos
independientemente, en parte, de los efeotos hormonalee (Spenae
v col., 1982).

Otros estudios en este mismo sistema, muestran ocomo 81 s8e
aumenta la oconcentracion de glucosa en el medio de oultivo
hasta concentraciones similares a las gque se encuentran en la
sangre después de lase comidas, la glucosa si es ocapaz de
induocir la aotividad EM por gi sola en ausencia de hormonas
(Mariash y ool., 1981). La T, afiadida al medio de cultivo,
sinergiza ocon los varbohidratoe del mismo en la induccion de la

EM, acomo #i fuera un multipticador de las sefiales originadas
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por los carbohidratos (Mariash y col., 1981). Por su parte, la
dexametasona parece tener una influencia minima en la induccidn
de la EM en este sistema (Mariash y aol., 1981).

También se han realizado numerosos estudios en oultivos
primarios de hepatooitos embrionarios de ©pollo. En este
gistema, la insulina no tiene ningun efeoto por gi misma en la
transoripoion de la EM (Back y ool., 1986). Cuando se anade T3
al medio de oultive, se producge un aumento en la aoctividad
enzimdtica y en la abundancia del RNAm de la EM (Salati y ool.,
1991). La insulina o¢ombinada oon T3, aumenta treg veoes la
inducoidén de la actividad EM producida por T3 sola (Goodridge Yy
col., 1976), pero el efecto que producen ambas hormeonas
combinadas no supera el maximo efeoto de. TS gobre el aumento de
los niveles de RNAm de la EM (Salati vy col., 1991). Como va se
ha citado, en este sistema el glucagdn esp oapaz de bloquear la
inducoién tanto de los niveles de RNAm (Salati y ocol., 1291)
como de la actividad EM (Goodridge vy gol., 1976) producidas por
la combinacidén de insulina y T3.

En hepatocitos fetales de rata de 22 dias de gestacion en
cultivo primario, los carbohidratos Yy los metabolitos
glucoliticos producen la induccién de la EM en ausencia de
suero y hormonas. Esta induccidén se ve bloqueada por la
presencia de palmitato en el medio de oultivo. La insulina ¥y la
T3 por gseparado produgen un aumento gignificative en 1la
actividad especifioca EM, ¥ cuando se oombinan, se observa un
efegto ginergistico entre ambag solamente cuando la
soncentracidén de glucosa en el medio es alta. En este sistenma,
el glucagdén es ocapaz de inhibir parcialmente el aumento de la
actividad EM produocido por insulina y T3 (Fabregat vy ool.,
1989) .

Segin los ultimos datos expuestos, los hepatooitos fetales

en oultivo primario pueden constituir un buen modelo para el
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estudio de la expresidn génica de la EM.

2.2.1.3 Expresién génica de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
en_hepatocitos no proliferantes

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), pertenece & un
grupo de enzimas lipogénicas clave implicadas en el metabolismo
hepdtico de los acidos grasos, ouya actividad, se induce por
factores hormonales y nutricionales (Volpe vy agol., 1976). En
células no proliferantes, la actividad G&PD suministra poder
reduotor (NADPH) para la lipogénesis hepatica (Yoshimoto vy
col,, 1983a),.

"In vivo"”, se ha desorito que el contenido de RNAm de la
G6PD hepatica de la rata aumenta en respuesta a una dieta rica
en ocarbohidratos cuandc las ratas han sido ayunadas previamente
durante 48 horas (Sun y ocol., 1978). Este aumento del RNAm de
la G6&6PD en estas condiciones, ge debe a un incremento
transitorio de la transoripoién de su RNAm acompanado de una
eatabilizaoién del mismo (Prostko y col., 19289). El aumento de
actividad enzimatica G6PD en estas condiciones, se produce de
manera paralela al de los niveles de su RNAm, sugiriendo que la
regulacién nutricional de esta enzima 8e ejerce a nivel
pretranscripoional (Kletzien y col., 1985). Sin embargo, parege
ser que 1la realimentacidén ocon dietas ricas en proteinas
favorece la traduccidén del RNAm de la G6FPD en el higado de rata
(Katsurada y col., 1986).

Por otro lado, las dietas sin cgarbohidratos pero ricas en
grasas, no aumentan los niveles de RNAm ni la actividad de la
G6PD hepatica en ratas ayunadas 48 horas (Kim y ©ol., 1990).

Asimiemo, ocuando tras las 48 horas de ayunc las ratas se
realimentan con una dieta rica en carbohidrates y #in grasas, ¥y

ge tratan oon diburiril AMPo, los niveles de RNAm de la G6PD
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disminuyen frente a ratas control tratadas con solucidn salina.
Dado que esta disminuocidn en el contenido de RNAm de la G6PD se
sorresponde con variaciones semejantes en la actividad Gé6PD, =se
sugiere que la degradacidn de la G6PD no tiene una regulacidn
gignificativa (Kim y ool., 1920 .

El efecto de la insulina sobre la induccidén de la expresion
génica de la G6PD se ha estudiado en higado de ratas adultas
diabéticas adaptadas a una dieta aon gluocosa libre en Egrasas.
En este sistema, la tasa de transcripoion de la G6PD hepdtica
se encuentra disminuida frente a los valores que presentan las
ratas normales. La inyeooidén de insulina &a eaestas ratas
diabétioas haoe que se restaure la tasa de transcripoion de las

ratas normales (Katsurada y ocol., 1989).

La T‘,3 no tiene un papel claro sobre la expresidén de la G6FPD
en higado de rata adulta. Estudios en ratas hipertircideas,
muestran unog niveles superiores en el contenido del RNAm de la
GoPD frente a las ratas eutiroideas (Miksiceock vy ¢ol., 1982).
Asimismo, la inyeoccion de ‘1‘3 a ratas eutiroideas produce un
aumento de dos veces en el contenido de RNAm para la G6PD
(Miksiceok y ocol., 1982). 8in embargo, 9omo mag adelante se
desoribira, en ocultivos primarios de hepatocitos adultos se han
presentado resultados agontradioctorios sobre este aspecto,
debido probablemente a 1las variaciones en las oondiciones
experimentales empleadas.

Para el estudio de la regulacidn nutricional y hormonal de
la G6PD "in vitro"”, se han utilizado frecuentemente hepatoocitos
de rata adulta en oultivo primario. En este sistema, los
hepatocitos, ocon los tratamientos adecuados, s8on ocapaces de
expresar aotividades ¥y niveles de RNAm de la G6FPD del misamo
rango que en ratas "in vivo” (Manos y col., 1991).

La aotividad G6PD de 1los hepatocitos adultes de rata en

gultivo primario, se inorementa por la sola presencia de
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aminodcidos esenciales en el medio de cultivoe, pero 1los
aminoacgidos no esenciales no son CcAapaces de producir esta
inducoidén (Fukuda y ocol., 1987). En este sentido, parege ser
que la induccidén de la G6PD depende mas de las proteinas que de
log carbchidratecs (Fukuda y ocol., 1987) .

En cultivos de hepatooitos de rata adulta ayunada 48 horas,
el tratamiento con insulina o c¢on dexametasona provooa un
aumento en los niveles de RNAm de la G&6PD. EIl aumento del RNAm
de la G6PD producido por 1la insulina se ve reflejado en un
aumento de la actividad enzimatica G6PD, pero en el caso de la
dexametasona, la actividad G6PD no se ve modificada. No
obstante, la combinacidén de la insulina ocon la dexametasona,
produce un aumento tanto de 1los niveles de RNAm ogomo de 1la
aatividad G6PD superior al producido por la insulina sola, lo
cual puede indicar que el RNAm inducido por la dexametasona
posee una menor eficiencia traduccional (Fritz y ocol., 1986} .
En este miemo sistema, los ocarbohidratos ocomo la gluocosa y la
fructosa no son capaces por 8i mismos de aumentar la actividad
G6PD, y de igual modo, no colaboran con la insulina en la
inducoidén de la actividad G6PD (Manos Yy gol., 1991).

Cuando los hepatocitos adultos se cultivan en presencia de
de T3 o de glucagdén, no se observan cambios en los niveles de
RNAm de la G6&PD. Asimisno, cuando ambas hormonas se ocombinan
ocon insulina, ninguna de ellas modifica la induoogidén del RNAm
de la G&PD producida por la misma (Yogshimoto vy col., 1983b). En
gultivos primarios de hepatocitos adultos ayunados, la 'I‘:3 no
afegta a la actividad G6PD ni sola ni en presencia de
carbohidratos (Manos y acol., 1991). Eatos datos oontrastan oon
estudios previos en hepatocitos adultos en oultiveo, donde se
observaban inorementos en la aotividad G&PD en respuesta a '1‘:3

(3pence y ool., 1982), asi como gon loa resultadoas desgritoe

"in vivo".
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2.3 COORDINACION DE LOS PROCES0S DE PROLIFERACION Y
DIFERENCIACION CELULAR

El desarrollo de leos organos fetales, se garacteriza por el
crecimiento inicial de estructuras inmaduras, seguido de la
diferenciacién celular y la maduracién funcional. Es necesario
que la proliferacion esteé acoplada al prooceso de la
diferenciaoion. En este sentido, tiene que haber una
integracion entre los efeotores positivos ¥y negativos del
gontrol de la proliferacion y los agentes diferenciadores.

Un caso muy grafico de la coordinacién que tiene que haber
entre los procesos proliferativos ¥ diferenciadores es el
desarrollo del pulmén fetal de ratones. En este sistema, el
pulmén de fetos de sexo femenino "in vivo", muestra un relevo
de la sintesis de DNA por el inicio de la diferenciacidén en una
fage mas temprana de la gestaocidn que en el ocaso del sexo
masculino. Se piensa, que la ocausa de que la fase de
proliferacién del pulmén se prolongue més en el macho que en la
hembra, es la presencia de andrdgenos en los organismos
masoulinos. Es decir, los andrdogenos se cgomportarian en este
casoc ocomo promotores del orecimiento e inhibidores de la
diferenciacién, apovando la hipdtesis de que el contrel del
orecimiento y la diferenciacidén oelular estdn reciprocamente
ligados (Nielsen y col., 1990 .

El mecanismo por el que las oélulas pasan de la fase de
proliferacion a la de diferenciacidn es una cuestidn
fundamental en la biologia del desarrolle. El1 higado es un
excelente sistema para estudiar este prooesc. Los hepatogitos
quiescentes normales son unas gélulas epiteliales altamente

diferenciadas responsables de miltiples funciones eppeoificas.
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8in embargo, en respuesta & un dafio o una hepatectomia parcial,
los hepatocitos répidamente comienzan 4 proliferar. Una vez que
la estructura tridimensional del higado se ha regenerado, el
oregimiento cesa y se reanudan las funoiones normnales. La
identificagion de las oclaves que controelan estos progesos y 8uU
relevo es critica para la gomprension del funcionamiento normal
del higado y para el desarrollo de nuevog tratamientos para los
dafios hepéticos. En este sentido, se ha estudiado profundamente
el papel de los faotores de agrecimiento y de otras moléoulas
regulatorias. 8in embargo, hay que oconsiderar ademas otros
fsotores como es el ocaso de la matriz extracelular y 8u
influencia en el relevo de la proliferacion y la diferenciacidn
(Mooney y ocol., 1992).

Los hepatocitos adultos de rata en oultivo primario,
retienen los niveles que tenian "iIn vivo' de varias funociones
hepaticas. En esta nueva situacidn, responden a varias hormonas
pero no son gapaces de proliferar ni giquiera en presencia de
suero. No obstante, cuando se ocultivan a densidades ocelulares
bajas, los hepatocitos maduros pueden proliferar en presencia
de insulina y EGF. Por ello, se songidera que existen dos tipos
de aotividades ocelulares en relacién con la densidad celular.
Por un lado, se distinguen las funoiones relacionadas ocon el
orecimiento, estimuladas por bajas densidades celulares, y por
otro lado, las caracteristiocas especifiocas hepaticas,
egtimuladas por altas densidades celulares (Nakamura Y col.,
1983). Estudics mas recgientes, sefialan gque ouando los
hepatocitos se cultivan a baja densidad gelular, tienden a

pasar de la fase GO a la Gi’ pero a altas densidadee celulares

permanecen en la fase GO (Kumatori y ool., 1991). Luego la
densidad celular, juega un papel muy importante en la
integracion de los mecanismos de proliferacidn Y

diferenoiacion, puesto que orienta a la célula tras la mitosis

33



determinando si debe seguir proliferando (Gi) o g8i por el
gontrario debe diferenciarse (GO).

Como se ha oitado, el higado ha sido objeto de numerosos
estudios de proliferacidén, y ha servido ocomo un modelo de
diferenciacion sobre todo en el caso del adulto. En ocuanto al
desarrollo fetal, los faoctores de arecimiento y las hormonas
deben jugar un papel muy significativo en la ordenacidén del
gregimiento y diferengiacidén hepaticos.

Log hepatooitos fetales son cgapacee de multiplicarse en
cultivo primario. En determinadas oondiciocnes, el EGF junto oon
la insulina estimulan la aintesis de DNA sin que funciones
especificas hepaticas, ocomo la expresién de la alblimina o la
X~fetoproteina, se vean afeotadas (Hoffmann y ocol., 198%9). En
este sentido, tiene un gran interés el estudic del papel en la
proliferacién de los hepatooitos fetales de la expresion de la
G6PD, una enzima implicada en el aporte de ribosas 5-fosfato
necegarias para la sintesis de DNA, que se ha relacionado con
el estado proliferativo de los hepatocites. De hecho, el EGF
provoca una induscidn de la G6PD en los hepatoocitos de rata
adulta en ocultivo (Yoshimoto y col., 1983a)

Por otro lado, los hepatocitos fetales en cultivo pueden
expresar genes oaracteristicos del estado adulto. Asi, la
maduracién de los hepatocitos fetales puede ser monitorigada
por la indugcidn de enzimas de expresidén postnatal cvomo la
PEPCK. Los estudios realizados en hepatocitos fetales de rata,
muestran que la actividad especifica PEPCK puede induoirse por
epinefrina v glucagdon (Bulanyi v col., 1979). Asimismo, en
hepatooitos embrionarios de rata, ge ha descrito una
acumulacidén del RNAm de la PEPCK en respuesta a la presencia de
dexametasona, AMPo vy 'I‘3 {Roon v col., 1988).

Los hepatooitos fetales cultivados en presencia de glucagén

y dexametasona mantienen un estado guiescgente, y muestran una
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baja expresion de la G6PD a la vez gue 8se observa una fuerte
induocion de la PEPCK. En estas ccndiciones, la presencia del
EGF estimula la proliferacidn de los hepatocitos produciendose
un aumento en la sintesis y el contenido de DNA, asi como en la
expresidn de la G6PD, mientras que la expresidn de la PEPCK se
ve drasticamente reduocida.

8in embargo, en este miemo sistema, la presencia en el
oultivo de forscolina junto con IBMX practicamente suprime los
inocrementos en la sintesis de DNA v la expresidn de la G&PD
provocados por el EGF, mientras que induce la expresidn de la
PEPCK.

De aoguerde ocon estés datos, es posible estableger una
relacién inversa entre la expresidn de la G6PD, ocaracteristioca
de los hepatoogitos fetales proliferantesa, y la expresidon de la
PEPCK, asosciada a la diferenciacidn de los hepatoogitos fetales
quiescentes bajo estimulos hormonales especificos (Molero vy
gol., 1992), como una prueba mas de la coordinacidn que existe

entre ambos proocesos, proliferacidén y diferenciacién,
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TIT . -MATERIALES Y METODOS



3.1 Animales de exgerimentaciéu

Los animales de experimentacidén utilizados han sido ratas de
raza Wistar suministradas por el animalario del Instituto de
Bioquimica de la Faoultad de Farmacia de la Universidad
Complutense de Madrid.

En concreto, para los cultivos celulares se utilizaron fetos
de 20 dias de gestacién. En el ocaso de los estudios "in vivo"
se han empleado: Para el analisis de actividades enzimatiocas
hepaticas fetos de 20, 21 y 22 dias de gestaoidn, neonatos de 1
y 2 dias de vida, y adultos de pesos comprendidos entre 200 vy
300 g ayunados durante 48 horas, Yy para la extraccion del RNA
total hepatico, neonatos de 10 vy 35 djias de wvida, adultos
ayunados durante 48 horas, VY adultos ayunados y posteriormente
realimentados otras 48 horas ocon una dieta sdlida de

laboratorio fundamentalmente hidrocarbonada.

3.2 Medios instrumentales

Las pesadas se realizaron en balanzas modelo Sartorius 14005
(Sartorius Werke GMBH, Alemania) vy modelo ER-120A (A y D Co,
Tokio).

Para las determinaciones de pH se utilizé un pHimetro tipo
Crison D-501 (Crison, Espafna).

Las centrifugaciones han sido realizadas en una
microcentrifuga Eppendorf modelo 5414 ( Eppendorf, Alemanial,
en una centrifuga de mesa modelo GLC-1 (Sorvall, Dupont Inst.
U.5.A.}) y en una centrifuga Kontron modelo Centrikon H-401

(XKontron, Suiza)l.
Las medidas espectrofotométrioaﬂ se realizaron en un
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egpectrofotdémetro Schimazdu modelo UV-60 (Schimazdu, Japodon). BHe
han utilizado cubetas de plastico de 1 ml de capacidad y 1 om
de paso de luz proocedentes de la firma Sarstedt (Alemanial y
cubetas de cuarzo de 1 ml de capacidad vy 1 om de paso de luz.

Las medidas fluorimétriocas se realizaron an un
especstrofluorimetro Perkin-Elmer, modelo .8-50 (U.S.A.)
utilizdndose cubetas de ocuarzo de 1 ml de capacidad y un om de
paso de lusg,.

Las determinaciones radiométricas fueron realizadas en un
sontador de ocentelleo liquido Kontron modelo Betamatioc I
(Kontron, Suiza).

Para la homogenizacion de los tejidos e utilizod un
homogenizador de wvidrio aon pistilo de tefldn de la marga
Pobel, adaptado a un aparato Tri-R-8tir=-R modelo K43, o bien,
un mezolador Ultra~Turrax (Ika Werk, Alemania).

Las muestras de oélulas fueron sonicadas en un soniocador
Micoroson de la firma Heat Systems~-Ultrasonios Inac.,, (U.85.A.).

Para la agitacién de los tubos se enpled un agitador
Heidolph, modelo REAX 200 (Selecta, Espafia) y para las
distintas soluciones un agitador magnétioo (Selecta, Espafa).

Las incubaciones se realizaron en un bafio Grant (Grant Inst.,
Inglaterra) dotado con sgistema de agitacidén lineal.

El manejo de las muestras para el oultivo de células se
realizd en una campana de flujo laminar vertical Assab, modelo
U4 (Asaab, Sueoial.

El mantenimiento de los oultivos se realizd en un incubador
termostatizado von gaseo de CO2 de la firma Assab, madelo T=304
GF (Assab, Suecia).

Lag células se incubaron en placas de 60 S 100 mm de diametro
prooedentes de la firma Costar {U.K.),

La esterilizacién del material se realizdé en un autoolave

Selecta, modelo Clino-matioc (Selecta, Espafia).
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El contaje de ocelulas se realizd en un hemocitdmetro Neubauer
(Schreck, Alemania).

El microscopio de luz directa era de la firma Will (Heerburg,
Suiza) v el microsogopio de luz invertida era de la firma Nikon
{Japdn’.

El manejo de las muestras y productos liquidos se realizd oon
pPipetas automaticas Gilson (Francia) modelos P-20, P-100, P-200
y P-1000, y con pipetas P-10 de la firma Eppendorf (Alemania).

LLag eleotroforesis de proteinas se han realizado con un
equipo Mini Protean II de los laboratorios Bio-«Rad, (Richmond,
U.8.A.). Todos los reactivos utilizados en los experimentos de
inmunoeleotroforesis asi oomo la oubeta de transferencia,
modelo Trans-Blot Cell, vy la membrana de nitrocelulosa (0,45
um’, fueron suministrados por Bio-Rad.

El papel Whatman n21, el 3MM y el GF/C prooedian de Whatman
International Ltd. (Maidsatone, England).

Las eleotroforesis de Acidos nucleicos se han realizado en
oubetas de la firma Bio-Rad y E-C Aparatus Corporation
(Florida, U.8.A.), Asimismo, la fuente de alimentacidn
utilizada en el desarrollo de las electroforesis fue el modelo
200/2.0 de la firma Bio-Rad.

LLas pinzas denominadas "Millipore" procedian de Millipore
Corporation (Bedford, Massachusetts),

Las membranas de nylon eran del tipo GeneScreen de la firma
NEN Research Products (Boston, U.5.A.). El aparato utilizado
para el Vacumm~-Blot era el modelo Vaou Gene XL de Pharmaoia LKB
y el de Dot-Blot procedia de Bio~Rad. La bomba de vacio
empleada era el modelo 5KH 33ENZ25T de la firma General Electric
(Indiana, U.S5.A.).

Las medidas densitométricas se realizaron en un densitdmetro
de la firma E-C Aparatus Corporation (Florida, U.S8.A.).

Los estudiocs de aitometria de flujo se realizaron en un
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citometro de la firma Beckton-Dickinson (U.S5.A.).
Las peliculas utilizadas en autorradiografia eran de la casa
Kodak medelo Omat X-AR vy los ocassettes utilizados eran el

modelo X~-Omatic de la misma casa.

3.3 Produotos

Los tampones, sclucioneg salinas ¥y reactivos en general se
han preparado oon productos de la oasa Sigma Chemical CO
(U.S.A.) vy Merck (Alemania).

Los sustratos, enzimas y coenzimas empleados han weido
suministrados por la firma Bo&hringer Manheim (Alemania).

El medio 199, con y sin glucosa, las soluciones sgalinas de
lavado y recogida de células, el bicarbonato sddioo estéril, 1la
glutamina y el suero fetal de ternera fuercn suministrados por
Flow (U.S,A.).

La albumina bovina libre en Acidos grasos fue suministrada
por Sigma Chemical CO (U,8.A.).

La penicilina G, la estreptomicina y la tetraciclina eran de
Sigma Chemical CO (U.8.A.). La gentamicina fue cedida por
Antibidticos S§.A. (Espafia) y la nistatina por Squibb S.A.
(Espafia). La ampicilina procedia de Beecham (Espafia).

La insulina, el glucagén, la dexametasona, ia noradrenalina,
la TS’ la vaaopreeina, la forsedolina; el IBMX, el dibutiril
AMPo y el faotor de grecimiento epidérmico eran de la ©asa
Sigma Chemiocal CO (U.S.A.D.

El IGF=-I fue sguministrado por Amgen Bioclogicals (Thousand
Oaks, U.85.A.).

El Sephadex G 25-80 era de Sigma Chemical CO (U.S5.A.).

Todos los productos utilizados en la preparacidn de geles de
agarosa y poliaorilamida procgeden de 1los laboratorios Bio-Rad

{Richmond, U.S5.A.). Los patrones de proteinas utilizados en las
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electroforesis de poliacrilamida eran también de Bio-Rad. Los
marcadores de peso molecular de DNA fueron suministrados por
Boédhringer Manheim (Alemania)l.

Los productos utilizados en ios estudios de oitrometria de
flujo eran de la firma Beokton-Dickinson (U.S.A.).

La solucidén de extraccién de RNA era de la firma Cinna/Biotex
Lab. Int. (Texas, U.S5.A.).

El formaldehido empleado en los geles de agarosa era de la
firma Fluka (Suiza) y la formamida de la firma Clontech Lab.
Inc. (California, U.8.A.).

El reactivo de determinacidon de proteinas fue gsuministrado
por Bio-Rad, asi como el patrén de albumina.

Los isétopos 3H-Timidina, 14C y 32 o< -PdCTP procedian de
Amersham internacional.

Como liquido de centelleo se empled el Cocktail-22-Normascint

de la firma Scharlau Ferosa (Espafia).

3.4 Condiviones del animalario y control de la edad gestacional

Los animales se criaban en una habitacidén cerrada dotada de
aire acondicionado y de estufas, con un ritmo de luz-osocuridad
de 12h/12h, con la fase de ogscuridad entre las 20 y las 8 h,
humedad de 45-55 %, temperatura de 2212 y alimentacién y
bebida "ad libitum".

La edad gestacional se controld limitando a una noche el
tiempo de cohabitacién de ratas virgenes oon machos de sonocida
fertilidad y apartando a 1la mafiana siguiente del posible coito
a las que presentaban eapermatozoides en el frotis wvaginal,
csonsideréandose dicha fecha como dia primerc de la gestacidn. Un
80 % de las ratas gestantes asi obtenidas, s8i se les permitia
llegar al parto, lo hacian entre las 14 y las 16 h del dia 22

de gestacidn.
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3.5 Obtencidon de tejido heg&tioo fetal para el ocultivo Erimario

Las ratas gestantes de 20 dias fueron saorificadas por
dislocacion cervical a primera hora del dia 20 de gestacidn,
extrayéndose los fetos por oesarea. Una vez gortade el ocorddn
umbilical, los fetos fueron trasladados a una cabina de flujo
laminar para sacrificarlos por decapitacién y extraerles
posteriormente el higado, todo ello ocon material quirurgioco
estéril. De cada rata gestante se obtenian aproximadamente 2 g

de higado fetal.

3.6 Cultivo primario de hegatocitos fetales de rata

Para el aislamiento de los hepatoocitos de feto de rata se ha

utilizado el método de Seglen (1976), ocon las modificaciones

necesarias (Ronoero, 1987), debido a 1la imposibilidad de

perfundir el higado fetal. El procedimiento woconsta de dos
. . +

pasos: el primero es una preincubacion en ausenola de Caz ; Ya

que se ha encontrado que la eliminacidn del ion calcoio facilita
la separacién subsiguiente de las cgélulas por la acoion de la
colagenasa (Seglen, 1972).

El segundo paso consiste en la incubacién de los trozos de
tejido con una soluciodn s8alina que contiene Ca2+ 2,5 nM vy
colagenasa a la concentracién de 0,5 mg/ml. La colagenasa es
una engima dependiente de 052+ por lo gue la incglusion del
mismo durante la inoubacién, aumenta la actividad enzimatioca de
la cgolagenasa Yy aocelera la dispersidon de las oélulas

parenquimaticas (Seglen, 1976).
3.6.1 Soluciones y medios de ocultivo

Las soluciones y medios de gultivo han sido preparados en la
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campana de flujo laminar en cgondiciones de egterilidad.
Asimismo, todas las soluciones y tampones preparados para el
oultive han sido filtrados mediante filtros de nitrocelulosa
estériles de 0,2 y 0,45 pm de tamafio de poro.

Durante los procesocs de aislamiento de hepatocitos se han
utilizado soluciones salinas enriquecidas en N.al-{CO‘,3 {Krebs ¥y
Henseleit, 1932). Las cgoncentraciones molares de gada uno de

los compuestos en las soluciones eran las siguientes!

-8olucidén salina libre en Caz :

NaCl .....c0cu et eieaeeereses 119 mM
KCL . .vvvn s e etiiiiaeereeae. b6 mM
KH,PO, «oovn e enoseeene 1,1 mM
MgSOa. e e e e 1,1 M
NaHCO3 ....................... 23,6 mM

NaCl ....... e e 119 mM
KCl ........ i eiaaiaeeaesaes b6 MM
KHZPOa ........................ 1,1 mM
MgSO4 A 1,1 nM
NaHCO3 ....................... 23,6 mM
CaCl2 I T TR I 2,5 mM

El pH de estas soluciones, gque inicialmente se encontraba a
un valor de 7,8 se ajustaba 2 7,4 mediante el gaseo de la
gsoluoidn en atmdosfera de sarbdégeno, durante 10 minutos antes de

gu utilizacion.

Las soluciones salinas se sup lementaron oon gilucosa & mM

para prevenir la degradaoion del gluodgeno durante el periodo
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de aislamiento. Asimismo, se adicionaron antibioticos:

-Penicilina G ...... ceeaeaess 120 pg/ml
-Estreptomicina ............. 100 pug/ml
~Gentamiocina ....... . 00 ces. 50 pe/ml
“Nigtatingd .....viveeeeeees 4,75 pg/ml

Para el cultivo de los hepatocitos, se ha utilizado Medio
199 (Morgan, 1950} suplementado ocon glutamina 1 mM v
bicarbonato sédico 14 nM. Asimismo, el medio de ocultivo se
suplementd con un 10 % (v/v) de suero fetal bovino o un 0,2 %
(p/v) de alblimina bovina sérica segin las ocondiciones
experimentales.

Para el lavado de las océlulas se utilizo una solucidn salina
de Dulbescdgo’s egtéril suplementada con penicilina G,
estreptomicina, gentamicina y nistatina a pH 7.4,

Para la recogida de las oélulas se utilizdé una solucidn
salina de Dulbecwco’s libre en calcic y magnesio suplementada

con EDTA 20 nM.
3.6.2 Aiplamiento de hepatoocitos

Siguiendo bésicamente el método de Roncero (1987, los
higados fetales se trooceaban finamente mediante el emplec de
tijeras ourvas hasta oconseguir trozos nc mayores de 0,5 mm de
grosor. A continuacidén, se afiadia solucidén salina libre en Ca
(5 ml/g de higado) suplementada con EGTA 0,5 mM, inoubandose
(predigestidén) durante 10-15 minutos c©on agitacion (80
oscilagiones por minute) en matraces Erlenmeyer de 150 ml de
capacidad, a 3700, atmésfera de ocarbdgeno y gaseo continuo del

mismo.
Transocurrido este tiempo, la puspensidén se ocentrifugaba a 35
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® g durante 30 segundos, con el objeto de cambiar de medio y al
miemo tiempo eliminar gran parte de los eritrooitos, va que
egstos no sgedimentaban en gran medida & tan baja veloocidad de
centrifugacién. El precipitado resultante se resuspendia en
s0luoién salina con CaZ' (5 ml/g de tejido), donde se habia
inoluido colagenasa de alta actividad a la conoentracidn de 0,5
mg/ml. De nuevo, s8e incubaba (digestion) en las mismas
condiciones anteriores Y por un tiempo de 20 minutos,
Transcurrido este tiempo, se procedia a la separacion de las
oélulas ya aisladas del resto de tejido sin digerir. Para ello,
se oentrifugaba el material a 35 x g durante 30 segundos,
quedando asi las células aisladas en el sobrenadante y el resto
de tejido sin digerir en el precipitado. El sobrenadante se
volvia a centrifugar a 35 x g durante 5 minutos, siendoc el
sobrenadante reguperade (solucidn salina von ocolagenasa) vy el
precipitado (ogelulas aisladas) resuspendido en solucidn salina.
El preocipitado del material neo digerido era de nueve incubado
en medio ogon ococlagenasa durante otros 20 wminutos. Eata
gsecuencia de digestion-separacion de oélulas aisladas se
repetia hasta que todo el tejido inicial estuviera digerido,
siendo necesaria normalmente 1 hora total de digestion.

Una vez terminada la digestidn, el dltimo digerido de células
e filtraba a través de una malla de nvlon de 500 pm de poro
para eliminar el tejido no digerido. El filtrado ge
centrifugaba b minutos a 35 x g, se aspiraba el sobrenadante, y
el precipitado de células se resuspendia en solucidén salina.
Estas océlulas junto con las aisladas en pasos anteriores ase
filtraban a través de una malla de 100 pm de poro. De nuevo el
filtrado se ocentrifugaba 5 mninutos a 35 x g, se aspiraba el
sobrenadante, y el precipitado de ocelulas aisladas se lavaba
con solucidn salina para eliminar el mayor numero de globulos

rojos posible. A continuacion, las océlulas se resuspendian en
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un volumen conocido de medio de cultivo suplementado con 10 %
de suero fetal de ternera.

Para determinar el numero de ceélulas y la viabilidad de las
mismas, una alicuota de la suspension final de celulas se
diluia 5 veces en una solucidén de azul de tripano al 0,2 %
(p/v) en NaCl al 0,9 % (p/v). Las muestras se introducian por
duplicado en el hemoocitémetro y se realizaba el contaje
celular. Las células tefiidas por el colorante s8e oonsideraban
no viables. De esta manera se obtuvieron entre 26~30 millones

de células por gramo de tejido.
3.6.3 Cultivo de hepatocitos

Los hepatooitos fetales de rata han sido oultivados en
di ferentes condiciones segun la finalidad de dichas células.

En primer lugar, los hepatocitos se sembraron a diferentes
densidades ocelulares segun 8i lo que se pretendia era conseguir
unas condiciones que favoreciesen la quiescencia o si por el
gontrario, se buscaba que los hepatocitos proliferasen
acstivamente.

En el primer wvaso, una Vvez realizado el ocontaje de las
oélulas, se sembraron 9-9,5 x 106 células por placa de oultivo
de 100 mm de didmetro, en un volumen final de 7,5 ml de medio
de oultivo.

En el segundo caso, se sembraron 0,8-1,3 x 106 hepatocitos
por placa de ocultivo de 60 mm de didmetro, en un volumen final
de 2,5 ml de medio de oultivo.

En ambas ocondiciones, el medio de cultivo fue suplementado
con un 10% de suero fetal de ternera. Salvo enn algunas
condiciones especiales, al ﬁééio de ocultivo se le adicionaba
dexametasona 100 nM para evitar la adherencia vy oregimiento de

células no hepatiocas como fibroblastos.
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Tras la siembra, las placas 8e inoubaban a 3700 en un
incubador dotado con atmdsfera de 5 % CO, / 95 % aire / 80 %
humedad. A las cuatro horas de ocultivo, tiempo necesario para
que las células se adhieran a la placa de cultive, el medio era
renovado aspirdndose con una pipeta pasteur estéril conectada a
una trompa de vacio. A continuacidén, las células se sometian a
dos lavados oconsecutivos con 7,5 o 2,5 ml de medio de lavado
regpectivamente, con el fin de eliminar las células
hematopoyéticas y los hepatooitos no adheridos. Posteriormente,
las células se cultivaban en medio libre en suero suplementado
con albumina bovina sérica al 0,2 % y hormonas o factores de

crecimiento a las siguientes concentraciones:

~-dexametasona: 100 nM
-insulina: 40 nM
-noradrenalina: 10 pM
—Ta: 1 pM
-Vasopresina: 18 nM
-glucagon: 1 uM
-dibutiril AMPc: 0,5 mM.
-Forscolina: 10 puM
-IBMX: 50 uM.

-EGF: 3,3 nM

-IGF-I: 1,4 nM

*

De esta manera, las celulas se mantenian durante 16, 40 O 64
horas segin el experimento, renovandose el medio, las hormonas

y/0 los faotores cada 24 horas de oultivo,
3.7 Determinacidén de aotividades enzimatigcas

Para determinar las acotividades enzimaticas de los
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hepatocitos, una vez finalizado el tiempo de oultivo se
recogian las células de las placas. Para ello, se retiraba el
medio y se lavaban las oélulas dos veces gonsegutivas con
solucidn salina de lavado. A continuacién, se afiadian 1,5 ml de
soluoidén de recogida de células por cada plaoca de ocultivo, y se
mantenian las placas en el incubador durante 15 minutos oon el
fin de despegar las océlulas. Pasado este tiempo, se procedia al
raspado de las placas quedando las sélulas en suspensiodn en el
medio. Con una pipeta se pasaba la suspensidén a tubos eppendorf
y se centrifugaba durante 2,5 minutos a 12.000 rpm. Después de
aspirar el sobrenadante, se volvian a afiadir 1,5 ml de solucion
de recogida ocon el fin de recuperar el mayor nimero posible de
células. De nueve, ocon una pipeta se pasaba la suspension
celular a los tubos eppendorf ocorrespondientes y se repetia la
centrifugacién en las mismas condiciones. Be volvia a aspirar
el sobrenadante quedando en el fondeo del tubo un precipitado de
sélulas que se mantenia a -20°C.

En oocasiones, era negesario determinar las aotividades
enzimatiocas de muestras de tejido hepatico fetal o adulto. Para
ello, tras el aislamiento, se lavaba el tejido con una solucién
de NaCl 0,9 % (p/v) y se alicuoteaba en fracociones de 400-500
mg que podian ocongelarse a -ZOOC hasta su uso.

El tejido se introduocia en un homogenizador de vidrio y =se
afiadian 4 voltimenes de un tampén de homogenizacion similar al
desorito para las oélulas. Con un pistilo de tefldn, se
realizaba la homogenizaoién del tejido tras lo ocual se
gentrifugaba a 12.000 x g a 4°c durante 5 minuteos. En el
sobrenadante obtenido se ensayaban las actividades enzimdticas
de manera similar a las células. Al igual que en el caso de las

oélulas lap muestras debian mantenerse pienmpre en hielo.
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3.7.1 Determinacidon de la actividad PEPCK

Los precipitados de células se resuspendian en 500 pl de un
tampon de homogenizacion que contenia: sacarosa 0,256 M, EDTA 1
nM, DIT 1 mM y tris 15 mM pH 7,4. A continuacién, las ocelulas
eran soniocadas a 1,5 mA durante 45 segundos, tras lo oual se
centrifugaban 5 minutos a 12.000 rpm & 4°c. El sobrenadante
obtenido era la fraccién citosdlica donde se determinaban las
actividades enzimdticas. Las muestras debian mantenerse en
hielo durante todo el prooeso.

La actividad enzimdtica de 1la PEPCK se puede determinar
radiométricamente midiendo 1la incorporacién a oxalaocetato de
140 a partir de 14COBHK y fosfoenolpiruvato potasico pegin el
nétodo descrito por Ballard y Hanson (1967b). L.a reaccidén se
fuerza en el sentido de la sintesis de oxalacetato afadiendo
malato deshidrogenasa que evita que la reaccidén alcance el
equilibrio, al mismo tiempo gque estabiliza 1la radiactividad
incorporada.

En cada tubo de reaccion las cantidades de sustrato, enzimas
y cofactores son: 100 pmoles de imidazol, 1 pmol de Clen, 1
pmol de DTT, 50 pmoles de iA(‘JOEHK (1 pCi), 2 pmoles de NADH,
1,8 pymoles de fosfoenolpiruvato potdasico, 1,25 pmoles de IDP vy
2,75 unidades de malato deshidrogenasa, todo ello en un volumen
final de 1 ml. |

La reacoién se diepara con 100 pl de extracto ocitosdlico de
hepatocitos y transourre en un bafio a 37°C son agitaoidn. La
reacoién se detiene a los 10 minutos ocon 1 ml de TCA al 10 %.
Seguidamente, se gasea C<ON 002 frio durante 3 minutos 2z? el
fin de eliminar, por dilucidn isotépica, el resto de COBH
disuelto en el medio de reacgaidn. Finalmente, se valoran

radiométricamente 0,5 ml del volumen final ocon 10 ml de liquido

de centelleo en viales de vidrio.
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3.7.1.1 Determinacion de la K" de la PEPCK

Con objeto de ocaracterizar la actividad PEPCK en el higado
de rata, se realizaron estudios ocinéticos para determinar 1la
constante de Michaelis-Menten (KM) del enzima frente al
sustrato fosfoenolpiruvato. Para ello, se tomaron muestras de
tejido hepatico de ratas adultas ayvunadas 48 horas Yy s8se
determiné la aoctividad enzimdtica PEPCK frente a diversas
concentraciones de gustrato segun el método descrito
anteriormente,.

En la figura 4, nediante la representacion de
Lineweaver-Burk, se calculd la KM de la PEPCK con respecto al
fosfoenolpiruvato potédsico en el tejido hepdtico de rata,
obteniéndose un valor de 0,28 nM. Este dato regultdé ser del
mismo orden de magnitud que el valor de 0,12 mM desorito para
el caso de la PEPCK mitocondrial del higado de cerdo (Lane vy

col., 1969).
3.7.2 Determinacién de la actividad G6PD

Las muestras de cgélulas se preparaban tal gomo se ha descrito
para la PEPCK. La actividad G6PD se ha determinado
espectrofotométricamente pegin el método de Sapag-Hagar y ool.
(1973). Las medidas se realizaban a 3700 y 340 nm de longitud
de onda en ocubetas de plastico de 1 ml de ocapacidad y it am de
pago de luz. La mezcla de reacoién ocontenia: Cleg 5 mM, NADP+
0,25 nM, 6~fosfogluconato deshidrogenasa 0,3 U, tris 50 mM pH
7,5, v la muestra en un volumen final de 1 ml.

La reaccidén se iniciaba afiadiendo glucosa 6-fosfato a la
cubeta y se valoraba la formacién de NADPH frente a un blanoo
donde la gluocosa 6-fosfato era omitida. De esta manera 8e

determinaban gonjuntamente las aotividades G&FD Y
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Fig. 4: Cinética de la PEPCK de higado de rata con respecto al
gustrato fosfoenolpiruvato (PEP); a) representacidén de inversos

b) representacidn de direotos.
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6-fosfogluconato deshidrogenasa gue habia sido afiadida en
exgeso a las cubetas, siendo la aotividad G6PD la mitad del
valor obtenido por este proogedimiento, puesto gue un 50 % del
NADPH originado por reduccién del NADP+ gorresponde a la
primera reaccidn de la ruta de las pentosas fosfato y el otro

50 % a la segunda.
3.7.3 Determinacion de la actividad EM

La actividad enzima mdlica de las fracoiones citosclicas de
las oélulas, se determiné espectrofotométricamente segin el
método descrito por Ochoa y ocol. (1948). Las mnmedida de la
formasién de NADPH se realizaba a 3700 de temperatura y 340 nm
de longitud de onda, en oubetas de plastico de 1 ml de
capadidad v 1 om de paso de luz. La mezola de reacoidén contenia
MnCl, 1 mM, NADP' ©0,25M, tria 0,4 M pH 7,4 y la muestra en un
volumen final de i ml. La recoidén se iniciaba afiadiendo malato
1,5 mM a la cubeta y la formacién de NADPH se valoraba frente &

un blanco donde el malato era omitido.

3.7.4. Determinacién de proteinas

Las proteinas de las fracoiones citosdlicas donde se habian
medido las actividades enzimdticas se determinaron segun el

método de Bradford (1976). Los reactivos utilizados fueron:

-albimina bovina sérica 1 mg/ml

~-reagtivo Bradford (Bio Rad)
Se oconstrula una ourva patron de proteinas oon ocantidades
orecientes de albumina comprendidas entre 2,5 VY 15 8,
y oon

completandose cada muestra patrén con agua hasta 800 pl
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200 pl de reactivo. Las muestras problema se preparaban oon
agua y reaoctiveo de manera andloga. Una vez agitadas todas las
muestras, se dejaban transcurrir F minutos y se leian en el
espectrofotémetro a 595 nm a temperatura anbiente, obteniendose
asi los valores correspondientes a las absorbancias.
Finalmente, s8se oonstruia una grafica patrén donde se
representaban en ordenadas las absorbancias y en aboisas los ug
de proteina. Las absorbancias correspondientes a las muestras
eran interpoladas y asi se obtenian los mg de proteina totales

de las mismas.
3.7.5 Expresion de resultados

Las aotividades enzimaticas espegificas se expresaron en
todos log ocasos ocomo nanomoles de sustrato consumide, o
producto aparecido, por minuto y por mg de proteina a la

temperatura de la reaccidn.
Para Jla PEPCK se define una miliunidad de aoctividad

enzimatica como la cantidad de enzima que ingorpora 1 nmol de
COZ a oxalagetato por minuto a 37%c.

En el gaso de la G6PD y la enzima mdlica, una miliunidad se
define como la cantidad de enzima que forma un nanomol de NADPH

por minuto a 3700.
Las tablas de actividades enzimaticas especificas 8se han

elaborado utilizando los valores medios t los errores estandar

de las medias (S§.E.M.).

3.8 Inmunodeteccion de Eroteinda

En algunas ocasiones, era importante visualizar alguna
proteina conoreta en las distintas muestras. Para ello, en

primer lugar se realizaba una electroforesis de las proteinas
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en geles de poliacrilamida para separarlas seglin sus tamafios. A
continuacién, se transferian las proteinas del gel a un filtro
de nitrocelulosa y oon el anticuerpo adecuado se localizaba la

proteina de interés.
3.8.1 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

La eleotroforesis de proteinas se realizé en oondiciones
desnaturalizantes en presenocia de sps (Sambrook, 198%9). Los
geles se montaban entre oristales de 7-10 om oon espaciadores
de 0,75 mm de secgién. El gel espaciador se preparaba oon
acrilamida al 5 % y bisacrilamida al 0,13 % en tampdén tris 125
mM pH 6,8, SDS 0,1 % (p/v), persulfato amonioo 0,1 % {(p/v}) vy
TEMED 0,1 % (v/v). El gel separador se preparaba con aorilamida
al 8 % vy bisacrilamida al 0,22 % en tampén tris 375 mM pH 8,8,
SDS 0,1 % (p/v), persulfato aménico 0,1 % (p/v) y TEMED 0,06 %
(v/v).

Las muestras se preparaban ahadiendo un tampén de mnmuestra

tres veoes concentrado que contenia;

~-Tris 150 mM pH 6,8

-DTT 300 mM

-8DS 6 % (p/Vv)

-Azul de bromofenol 0,006% (p/Vv)
-Glicerol 30 % (v/v)

. . . o ,
Posteriormente se hirvieron a 100 ¢ durante 5 minutos, se
pusieron inmediatamente en hielo y posteriormente se cargaron

en el gel espaciador. Generalmente se utilizaban entre 40 y 80

pg de proteina por muestra.
E1 tampoén utilizado en el desarrollec de la electroforesis

tenia la siguiente composioiodn:
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-Tris 25 mM pH 8,3
~-Glioina 250 mM
~8DS 0,1 % (p/Vv)

Para la electroforesis se usd una fuente de alimentacion de
Bio-Rad, apliodndose primero 120 voltios durante 20 mninutos
para favorecer el paso de las muestras al gel geparador, V¥
después, 100 voltios durante 45-60 minutos. La electroforesis
terminaba cuando el azul de bromofenol habia salido del gel.

Como patrdén de pesos moleculares se empled una mezocla de
proteinas de la firma Bio-Rad formada por proteinas de peeos

moleculares entre 21 y 97,4 kDa.
3.8.2 Transferencia de proteinas a filtros de nitrocelulosa

Una vez acabada la electroforesis, se separaba cuidadosamente
el gel de los oristales y se colooaba e¢n el sistema utilizado
para la transferencia. Este sistema consistia en un soporte de
pldstico dotado de un oatodo y un 4nodo, en el interior del
cual se montaba una estructura tipo "sandwich" oon el gel vy el
filtro en el centro. Se utilizd un tampon de transferencia que

contenia:

-Tris 25 mM pH 8,3
-Metanol 20 % (v/v)
~-Gliogina 198 mM

El soporte tenia dos hojas de rejilla de plastico que se
abrian y se sumergia la que sontenia el cétodo en el tampon
gitado. Sobre esta hoja se colocaba una esponja tipo "Sgotcoh

Brite" empapada en tampon. A continuagion, see colocaban encima
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dos laminas de papel Whatman n21 y el gel, todo ello humedecido
con tampdén. Sobre el gel se colocaba un filtro de nitrocelulosa
de tamafio ligeramente superior al gel, el oual habla sidc
previamente sumergido en tampén durante unos minutos. En todo
momento habia que evitar que quedasen burbujas entre el gel vy
el filtro. Para terminar, se oolocaban otras dos laminas de
papel Whatman n?l1 y otra esponja, se oerraba el gistema con la
hoja que contenia el anodo, y se sumergia todo en una ocubeta
con tampdén de transferencia.

La transferencia se realizaba conectando la cubeta a la
fuente eléotrica Bio-Rad y fijando la intensidad de 1la
gorriente a 250 mA durante toda la noche. Para evitar el
calentamiento del sistema, gse utilizaba un sistema de
refrigeracién alrededor de la ocubeta.

Una vez terminada la transferencia, se estimaba la eficienocia
del proceso mediante la tinoién reversible de las proteinas con
Ponceau § diluido 41/10 durante 2 minutos, y lavando
posteriormente con agua destilada para eliminar el ocolorante no
fijado, Asl, se vigsualizaban las bandas de lag proteinas

transferidas.
3.8.3 Inmunodeteccidon de las proteinas

En primer lugar se realizaba el blogquec o saturacidn de
todos los sitios de uniodn especifica a proteinas del filtro.
Para ello, se sumergia el filtro durante 1 minuto en tampén TBS
1 % y despues se inoubaba durante 1 hora ocon agitacion suave en
tampén "Blotto". El tampén TBS se preparaba 10 veces
concentrado y estaba compuesto de NaCl 2 M vy tris 0,5 M pH 7,4.
A su vez, el tampdn "Blotto" contenia: 5 g de leche desnatada
en polvo, 10 ml de tampdn TBS 10 x v 5 mg de Acida sodioca,

completandose el volumen con agua hasta 100 ml.
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A continuacién, se procedia a la inocubacidn del filtro con
el primer antiouerpo. En nuestro aaso, se utilizéd una
ﬁ-globulina anti enzima malica (Valverde, 1991) con un titulo
de 0,25 mU/pl. La inoubacidn se prolongaba durante dos horas
con agitacidén suave. Transcurrido este tiempo, el filtro se
lavaba una vez con TBS 1 =x durante 1 minute y 3 veoces oon
Blotto suplementado con Tritdn X-100 0,256 % (v/v) y 8DS 0,05 %
(p/v) durante 5 minutos. Después se lavaba de nuevo gon T™BS 1 x
3 veges durante 1 minuto.

Entonces, se realizaba una inoubacién con un segundo
antiocuerpo de ocabra dirigido oontra las inmunoglobulinas G de
conejo, el cual estaba conjugado ocon la fosfatasa aloalina,.
Este anticuerpo se anadia al filtro en proporcidén 1/3000 (v/v)
en Blotto y se realizaba una inoubacidén en las mismas
condiciones que con el primer anticuerpo.

Finalizada la inoubacidn, se realizaban los mismos lavados
que en el caso del primer anticuerpo, vy 8e procedia al revelado
del filtro con un sistema de Bio Rad que desarrollaba color en
las muestras al reaccionar ocon la fosfatasa alcalina. La
reacoién se paraba lavando con agua destilada y el filtro se

dejaba secar para 8su posterior cuantificacidn en el

videodensitdémetro.

3.9 Medida de la sintesis de DNA en hegatocitoe en ocultivo

La medida de la sintesis de DNA se ha realizado segun el
método descrito por Mosley y ocol. (1981). Una vez cultivados
los hepatooitos en las distintas agondiciones experimentales, se
retiraba el medio de oultivo y tras dos lavados congsecutivos se
atiadia medio fresco suplementado oon hormonas o faotores de
orecimiento y 0,2 pCi/ml de 3y4-timidina. En estas condiciones,

se mantenian las células durante las 4 Ultimas horas de
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cultivo,

Finalizado este tiempo, se retiraba el medio ¥y lag plaocas se
volvian a lavar dos veces. A continuacién, se afadia 1 ml de
doido tricloroacético al 10 % {(v/v) por placa de cultivo v las
placas se mantenian durante 20 minutes a AOC. Seguidamente ae
retiraba el agido tricloroacético y se lavaban las placas dos
veces con etanol al 70 % (v/v) dejandose secar postericormente.
Por 4ltimo, se afadia a oada una de las placas 1 ml de wuna
solucidén que contenia NaOH 0,1 N, carbonato sddico 2 % (p/v) ¥y
8DS 1 % (p/v), se inoubaban a 37°C durante 20 minutog y se

ogontaban alicuotas de 100 ul en el contador de ocentelleo.

3.10 Contaje de oélulas de las placas de cultivo y estudio del

giclo gelular

Para determinar el mimero de células contenidas en oada
placa de oultivo se empled la téonica de citometria de flujo.
Para la realizacién del ensayo, una vesz finalizado el periodo
de cultivo las placas se sometian a dos lavados gongegutivos.
Posteriormente, se afiadian 0,5 ml de una solucién que oontenia

tripesina 0,05 %-EDTA 0,02 % (Laboratoriocs Flow) para despegar

las células de la superficie de cultivo, Las placae ae
mantenian en el inocubador a 3700 durante 3-4 minutos, VY
posteriormente, se afiadian 2,5 ml de medio de oultivo

suplementado con suero fetal al 10 % ocon objeto de parar la
aceién de la tripsina. De esta manera, 8€ obtenia una
suspension de células que Be centrifugaba a 800 rpm durante b
minutos. El1 precipitado de células se resuspendia en soluciodn
galina de lavado vy B8e volvia a oentrifugar en las mismas
condiociones. Finalmente, las gélulas se resuspendian en 1 ml de
medio de lavado y se realizaba el contaje en el citometro de

flujo {Beokton-Dickinson) .
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Paralelamente, con una alicuota de 190 pl de la suspension
celular se realizaba el estudio del wgioclo agelular. En primer
lugar, las células se sometian a tratamiento ocon tripsina <on
objeto de facilitar la disgregaoidén celular y la solubilizacidn
de las membranas. A continuaoidén, se paraba la acoion de 1la
tripsina y se trataban las vélulas ocon RNAsa para digerir el
RNA. Finalmente, se afiadia ioduro de propidio y las muestras se
analizaban en el oitdémetro de flujo ocon objeto de determinar el
porcentaje de células que se encontraban en cada fase del giclo

celular.

3.11 Determinacién del contenido en DNA

La determinacidén del oontenido en DNA se realizaba por el
método fluorimétrico de Labarca y Paigen (1980), basado en la
interaccidén especifica del oolorante Hoersch (bisbenzimida 50
ug/ml) con el DNA.

El precipitado de células se resuspendia en 0,5 ml de tampdn
que ocontenia: NaCl 2 M, EDTA 2 mM y NazHPOA 50 mM, a un pH de
7,4. A continuacién, las muestras se sonicaban durante 45
gegundos a 1,5 mA de intensidad. Durante todo el proceso las
muestras se mantenian en hielo.

Para el ensayo fluorimétrico se tomaban alicuotas de las
muestras de 25, 50 y 100 ul por duplicado, y se anadian a tubos
de reacocién que ocontenian el mismo tampén pero sin EDTA junto
con 50 ul del colorante Hoersch en un volumen final de 1 ml.
Las longitudes de onda a las que se reslizaba el ensayo eran
356 nm, como longitud de onda de exoitacidén, y 458 nm, oomo
longitud de onda de emieidn.

La curva patrdén de DNA »se preparaba oon DNA purificado de
timo de ternera a oconcentraciones de 0,5, 1, 2,5, 5, 7 vy 10

pg/ml de DNA. Este DNA patrdn se preparaba a una csoncentracion
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de 0,5 mg/ml en agua estéril, ajustdndose posteriormente la
concentracgion a 75 He/ml mediante la medida de 1la densidad
Optica a 260 nm, teniendo en cuenta gque una unidad de densidad

6ptica equivale a 50 ug de DNA.

3:.12 Alslamiento de los oDNA=s

Las bacterias en ocuyos plasmidos estaban insertados los
distintos oDNAs sge oonservaban a -7000 en un tampdn que
contenia: tris 0,01 M, MgClz 0,01 M yv glicgerol al 50 % (v/v).

El oDNA de la PEPCK de tamafio 0,9 kb se encontraba insertado
en un lugar de ocorte para el enzima de restrioccidn Pst I en el
plésmido pPCK10 de tamafio &,9 kb. La oepa bacteriana que
contenia dicho plasmido fue generosamente cedida por el Dr. R.
W. Hanson (School of Medioin, Cleveland, Ohio, U.8.A.).

E]l oDNA de la enzima malica de tamafio 1 kb se encontraba
insertado en un lugar de ocorte para el enzima de restricoién
Eco RI en el pléasmido pUC 13-JM103 de tamano 2,7 kb. La cepa
bacteriana que contenia dicho pladsmido fue generosamente ocedida
por Ja Dra. V. Nikodem (National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, U.S5.A.)

El coDNA de la G&PD de tamafo 2,4 kb se encontraba insertado
en un lugar de corte para Eco RI del plasmido Pks (blue soript)
de 3 kb. La cepa bacteriana que ocontenia dicho plasmide fue
genercsanente ocedida por el Dr Ye-S3hih Ho (Duke University
Medioal Centre, Durham, North Caroline, U.8.A.).

El oDNA de la Bz-microglobulina de tamafio 0,9 kb se
encontraba insertado en un lugar de oorte para Eco RI vy Hind
III del plasmido pGEM. La cepa baocteriana gque ocontenia dicho
plasmido fue generosamente oedida por el Dr. Sopranco
(Philadelphia, U.8.A.).

El oDNA de la B-aotina de tamafic 0,9 kXb se enaontraba
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insertado en un lugar de corte para Hind III en el plasmido
PBR322. La cepa bacteriana que contenia dicho plasmido fue
generosamente cedida por el Dr. E, Santos (National Institutes

of Health, Bethesda, U.5.A.).
3.12.1 Crecimiento de las bacterias

Para el crecimiento de las baoterias se utilizd el medio LB

que ogontenia:

-10 g de bacto~-triptona
~10 g de NaCl
-5 g de bacto-yeast

todo ello en un volumen final de 1 litro. El medio se ajustd &
pPH 7 y posteriormente se esterilizé en autoolave. Este medio
gsiempre se suplementaba con el antibiético al cual la bacteria
que oontenia el plasmido de interés era resistente. En este
caso, todas las baoterias utilizadas eran resistentes a
ampicilina (100 pg/ml) exoepto la ocorrespondiente a la PEPCK
que era resistente a tetraciclina (10 pg/ml).

En primer lugar, con el asa de platino se hacia un preindoculo
en un tubo de vidrio eetéril que contenia 5 m)l de medioc LB. Una
vez realizada la siembra, los tubos se mantenian en agitaocion
suave constante toda la noche en un bafflo a 37°C. A la mafiana
siguiente, cuando habian orecido las bacterias, se inooulaban 3
ml del preindoulo en 100 ml de medio LB, y se incubaba a 3700
oon agitacidn rapida durante 6-8 horas, hasta que la lectura de
la DO a 600 nm fuera de 0,6. A continuacidn, se afadia a la
suspensidén de bacterias medio LB nuevoc hasta 600 ml, y se
inoubaba toda la noche a 37°C con agitacidén rapida. A la mafana

siguiente, cuando la leotura de la densidad optica se habia
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duplicado, se centrifugaba el ocontenido de los matraces a 7000
rpmn durante 15 minutos a AOC en una ocentrifuga Sorvall (rotor
GBA). Se eliminaba el sobrenadante por aspiracién, vy las
bacterias que habian quedado en el fondo del tubo se lavaban
con tampén TES estéril que contenia: EDTA 5 mM, NaCl 50 mM vy
tris 50 mM a pH 7. A oontinuacidn, se volvia a centifugar en

las mismas ocondiciones eliminandose de nuevo el sobrenadante.
3.12.2 Obtencidn de los DNAs plasmidicgos

Para la extraccidén de DNA plasmidico s8e han utilizado
golumnas Paok=500 v Tip~500 (Quiagen, Alemania}
indistintamente. El procesco de extracoidn, ovomenzaba ocon una
lisis bacoteriana alocalina. Para ello, se resuspendia el
Precipitado de baoterias en 10 ml de taﬁpén PlvRNAaa que
contenia: EDTA 10 mM, tris 50 mM pH 8 y RNAsa (400 mg/ml), y se
afiadian 10 ml de tampdn P, que contenia! NaOH 0,2 M y 8DS al 1%
{(p/v), invirtiendo el tubo varias veces para que se nezcolara
tode adecuadamente. Después, se dejabsa en reposo 5 minutos a
temperatura ambiente y se anadian 10 ml de tampdn Py» que
contenia acetato potasico 2,56 M. Se mezolaba todo rapidamente
para evitar la precipitacién del SDS, hasta que la soluvidn era
viscosa y turbia. Entonces, se ogentrifugaba a 10.000 rpm
durante 30 minutos a AOC obteniéndose un sobrenadante que se
aplicaba a la columna,

El equilibrado de la ocolumna se realizaba cargando una
jeringa estéril de 5 ml, previamente acoplada a la columna, con
tampén QB que contenia: NaCl 750 mM, MOPS 50 mM y etanol al 15%
(v/v) pH 7, v forzando el paso ocon un émbolo hasta conseguir un
flujo constante de 1-2 gotas por segundo.

l.a muestra ee cargaba en la jeringa ogon una pipeta ecatéril y

g8e hacia pasar con un flujo de una gota cada 1-2 sgsegundos. A
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continuacion, la& columna se lavaba 2 veces con 10 ml de tampdn
QC que contenia: NaCl 1 M, MOPS 60 mM y etanol al 16% (w/v) pH
7, con un flujo de 1-2 gotas/segundo.

La elucidén del DNA se realizaba con 5 ml de tampén QF que
contenia: NaCl 1,2 M, MOPS 50 mM y etanol al 15% (v/v) pH 8,
con un flujo de 1 gota/1-2 gsegundos.

El DNA eluido se precipitaba con 0,8 volumenes de isopropanol
¥y 9e centrifugaba a 12.000 % g durante 15 minutos a aoc. El
precipitado de DNA se dejaba secar y se resuspendia en tampdn
TE que contenia EDTA 1 mM y tris 10 mM pH 8 conservandose a
-20°c.

En el caso de la columna Tip-500, el flujo era regulado por
la propia columna que se equilibraba con un tampdn QB

suplementado gon tritdén al 0,15 %.
3.12_.3 Digestidon del DNA plasmidico

La digestidén del DNA plasmidioo que ocontenia insertado el
oDNA de la PEPCK se realizaba con la enzima de restricoién Pst
I. En el caso de los DNAs plasmidicos que contenian los oDNAs
para G6PD y enzima malica, se realizaba ocon la enzima de
restricoidén Eovo RI. La digestidn del DNA plasmidico que
contenia el oDNA de la ﬁz-microglobulina se realizaba ocon Eoo
RI v Hind III. Para el pléasmido que oontenia el oDNA de la
B-actina se utilizd la enzima Hind III.

La reacoidén se realizaba en tubos eppendorf a los que se
afiadia el DNA plasmidioo, tampén de digestién 10 x y la enzima
o enzimas seguin el caso, teniendo en cuenta que una unidad de
acotividad de enzima de restricocidén se define como la oantidad
de enzima capaz de digerir 1 yg de DNA durante una hora a 37OC.
La reacoidén se realizaba en un bafio a 3700 y una vez finalizada

la digestion se paraba ocalentando la muestra durante 1-2
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minutos a 95-100C. A oontinuagidon, las muestras s8e ponian

inmediatamente en hielo.
3.12.4 Eleatroforesis de los DNAs en geles de agarosa

Para poder comprobar 8i la digestidn de los DNAs plasmidicos
habia sido oompleta se tomaban alicuotas de las muestras
digeridas vy se sometian a eleatroforesis en geles de agarosa al
0,7 % (prv).

Los geles se preparaban fundiendo la agarosa en un horno
microondas en tampdn TAE 1 x y bromuro de etidio (0,5 pg/ml).
El tampdén se preparaba a partir de una sgolucidn B0 veces
goncentrada que oontenia por litro: 242 g de tris, 57,1 ml de
acético glacial v 100 ml de EDTA 0,5 M pH 8. Una vez fundida la
agarosa se dejaba enfriar hasta aloanzar una temperatura de
60°¢c v Be ahadia lentamente a la cubeta evitando la formacién
de burbujas.

Las muestras se preparaban en tubos eppendorf a los ouales
se afadia el DNA digerido en tampdn que ocontenia: azul de
bromofenol 0,25 % (p/v), Rileno cianol 0,28 % {(p/v) y glicerol
30 % (v/v),

Para poder conocer el tamaho y ocantidad de los oDNAs, se
utilizaba un marcador gque oonsistia en DNA del fage lambda
digerido con la enzima de restrigoidén Hind III, poniéndose
carriles de 0,5 6 1 pg. A oontinuagidn, se oargaban las
muestras en el gel y se ocubria con tampdn de eleotroforesis
(TAE 1 x) suplementado con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) hasta
que el gel quedaba totalmente sumergido en el tampdn. La
@leotroforesis se realizaba a un voltaje de b50-60 voltios
durante 2-3 horas.

Una vez finalizada la electroforesis el gel se exponia a la

luz ultravioleta vy se podian visualizar los distintos
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fragmentos de DNA.
3.12.5 Electroelucidon de los oDNAs

El proceso de electroelucidn comenzaba con la electroforesis
del DNA plasmidico digerido en geles de agarosa al 0,7 % tal
cgomo se ha descrito previamente. A continuaoidn, los geles se
observaban a la luz ultravicleta en el transiluminador y se
procedia a realizar una incisidn por la parte superior y otra
pPor la parte inferior de las bandas oorrespondientes &a los
distintos oDNAs. Una vez delimitadas las posicicnes de las
bandas, y va sin necesidad del transiluminador, se daban cortes
laterales y se extraian las bandas del gel con ayuda de unas
pinzas Millipore. Ademds, en cada banda de un mismo oDNA, se
daba un corte en diagonal en uno de los extremos. Previamente,
se habian preparadoc y esterilizado unos tubos eppendorf
agujereados en su parte inferior que oontenian una bolita de
papel Whatman GF/C (miorofibras de wvidrio) y que a su vez,
estaban introducidos en otros tubos eppendorf sin agujerear.
Cada banda se introducia en uno de estos tubos por el extremo
acabado en punta, se ocerraban los eppendorfs y se mantenian a
—BOOC durante 2 horas. Transgurrido este tiempo, se
centrifugaron 15 minutos a 12.000 x g a temperatura ambiente,
pero oon mucho cuidado de que no diese tiempo a que la muestra
se desoongelase en el trasladoe del congelador a la centrifuga.
Tras la centrifugacidn, los oDNAs e encontraban en la soluocidn
que habia pasado del eppendorf superior al inferior, mientras
que los restos de agarosa habian quedado retenidos en el papel
del eppendorf superior, La solucién que oontenia el oDNA se
precipitaba gon un 10 % (v/v)} de acetato eddico 3 M pH 5,35 y 3
voldimenes de etanol durante 12 horas a -20°C o durante 1 hora a

-BODC. Despues, se centrifugaba 15 minutos a AOC, ge eliminaba
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el sobrenadante y el precipitade (cDNA) se lavaba con etanol al
70 % (v/v), Una vez eliminado el etancl, el oDNA se resuspendia
en tampdén TE que contenia tris 10 mM v EDTA 1 mM a pH 8.

Para poder caloular la cantidad de cDNA reouperado, se ocorria
un gel de agarosa al 0,7 % con una alicuota de 1 pl de oDNa
electroeluido. Una vez valorados, los distintos o-DNAs se
conservaban a -20°0.

3. - .

Para la extraccidn del RNA de las placas de ocultivo se ha
seguido el método desorito por Chomzynski y Saocchi (1987). Una
vez finalizado el periodo de cultive en estudio, se procedia al
lavado de las placas de oultivoe 2 veces consecutivas oon
scluoién salina de lavado. Esta soluaién, se enocontraba en
botellag de vidrio tratadas a 18000 durante 8 horas, v el aéua
utilizada para su preparacidn, se habia tratado ocon DEPC (0,1 %
v/v) durante 30 minutos tras los cuales se habia autoclavado.
Asimismo, se siguid este mismo tratamiento con todo el material
de wvidrio y €]l agua empleados en loe experimentos de RNA aon
objeto de eliminar las RNAsas responsables de la degradacidn
del misnmo.

Una vez lavadas las placas de cultivo, se afiadia 1 nl de
reactivo RNAzol (Cinna/Biotex, Texas, U.8.A.) por placa. Este
reactivo era una mezola de tiocianato de guanidina, fenol vy
Z«meroaptoetanol. El RNA sge solubilizaba en el medio ©on una
pipeta ocon punta de pléastico estéril y se pasaba a tubos
eppendorf estériles (1 ml/tubo) gue se mantenian constantemente
en hielo. A continuacidén, s8e ahadian ¢,1 ml de c¢loroformo
(cloroformo : aloohol isoamilico, 24:1) por ocada  tubo
eppendorf, se agitaban las muestras durante 30 segundos y ase

mantenian en hielo durante 15 minutos. Entonces, se
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centrifugaban los tubos & 12.000 % § durante 15 minutos a ﬁOC
visualizdndose dos fases en ocada tubo. La fase inferior
fenol-ocloroformo contenia el DNA, mientras que el RNA se
encontraba en la fage superior acuosa. Asimismo, =e apreciaba
una interfase opaoca que contenia la fracsidén proteica. La fase
superior se pasaba a otro tubo donde se precipitaba ocon un
volumen igual de aloohol isopropilico durante 30 minutos a
-20°%C. Transourrido este tiempo, se gentrifugaban las muestras
a 12.000 x g durante 15 minutos a 4°c, observandose un
precipitado blanco de RNA en el fondo del tuboc. El sobrenadante
se retiraba y el precipitado de RNA se lavaba afladiendo 1 ml de
aloochol etilico al 75 % (v/v) por tubo. En este punto, el RNA
se podia almagenar a -ZOOC, o bien, se centrifugaba a 12.000 x
g durante 8 minutos a temperatura ambiente, se eliminaba el
etanol completamente y el precipitado de RNA se resuspendia en
EDTA 1 mM pH 7 tratado previamente oon DEPC. En este ocaso, las
muestras de RNA se mantenian a -BOOC hasta eu pogterior

prooesamiento.

3.14 Aislamiento de RNA de muestras de tegidos

Para la extraccion de RNA de muestras de tejido hepatico se
siguid el mismo método desorito para las células en oultivo ocon
ligeras modificaciones.

Una vez aislado el tejido se lavaba oon solugién salina y se
dividia en aliocuctas que se podian oconservar en nitrdégeno
liquido s8in que se degradase el RNA gelular. Se tomaba una
muegtra de 5«50 mg de tejido y se introducia en un tubo de
plastico estéril al que s8e afadian 4 ml de reaotivo RNAzol.
Posteriormente, se realizaba ia homogenizacion del tejido por
medio de un mezolador Ultra-Turrax ouyo vastago habia sido

previamente introducido 3-4 horas en NaOH 0,4 N y 12 horas en
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agua tratada con DEPC. Tras la homogenizacion, se seguian los
mismos pasos gque en el ¢aso de lag células salvo gque la
precgipitacidén con isopropanol se prolongaba durante 3 horas. De
igual manera, se debian extremar las precauciones para que las
muestras siempre estuviesen en hielo o a AOC durante todo el

proceso de aislamiento.

3.15 Electroforesis del RNA en geles de agaropa-formaldehido

Una vez extraido el RNA de las placas de oultivo en las
distintas condiciones experimentales, se procedia a realizar la
electroforesis segin el método desorito por Sambrock (198%) ocon
algunas modificaciones.

Se preparaba un gel con 0,9 g de agarosa que se fundia en un
horno mioroondas en B85 ml de agua estéril tratada con DEPC y 10
ml de un tampén de electroforesis 10 veces concentrade (MCPS 10
x) que contenia: MOPS 0,2 M, acetato sédico 80 mM y EDTA 10 nM
pH 7. Una vez fundida la agarosa, se dejaba enfriar hasta 6000
tras lo ocual se afiadia formaldehido al 37 % hasta una
concentracién de 0,66 M. El gel asi preparado se afladia
lentamente a la cubeta de electroforesis, dejandose golidificar
en una campana extraoctora de gases debido a la toxicidad de los
vapores de formaldehido que 8e desprendian.

Las muestras de RNA se preparaban precipitando 20 ug de RNA
en tubos eppendorf con 1/10 (v/v) de aocetato gddico 3 M pH 65,35
y 3 volUmenes de etanol durante toda la noche a -ZOOC, o bien,
durante 1 hora a -80°c. A ocontinuacidn, loe tubos se
sentrifugaban a 12.000 x g durante 15 minutos a 4°¢c ¥y, trase
aspirar el sobrenadante, el precipitado se lavaba con etanol al
70 % (v/v), volviéndose a centrifugar a 12.000 x g durante B8
minutos. Después de seocar el precipitado, se resuspendia en 10

pnl de agua o EDTA 1 mM pH7 y se afladian 24 ul de un tanpon que
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contenia por ml: 500 pl de formamida desionizada, 100 pl de
tampon MOPS 10 x, 160 pl de formaldehido al 37 %, B0 pl de
glicerol al 87 % (p/v), 50 pl de azul de bromofenol al 0,1 %
(p/v) y 110 pl de agua. Ademés, se anadia 1 pl de bromuro de
etidio (0,5 pg/ml) a cada muestra con el fin de poder observar
posteriormente al ultravioleta la maroha de las mismas en el
gel. Las muestras sge inoubaban a 65°C durante 15 minutos A
ocontinuacién se ponian inmediatamente en hielo. Finalmente, se
cargaban las muestras en el gel, el cual se encontraba en la
cubeta sumergido en tampon de eleotroforesis MOPS 1 x. La
electroforesis se realizaba a 40-50 voltios durante 3-~4 horas.
En estas condiciones el azul de bromofenol se habia desplazado
unosgs 8 om de los pooillos en los cuales se habian depositado

las muestras.

3.16 Transferencia de los RNAs a filtros de nylon: Vacuum~Blot

La transferencia de los RNAs a filtros de nylon por medio de
la téonica del Vacuum-Blot consistia en forzar el paso de los
RNAs del gel a un filtro de nylon por medio del vaocio. Para
ello, se utilizdé un aparato de Pharmacia que constaba de una’
superficie porosa y sobre ella una lamina de pldstico no porosa
denominada mascara, ambas ajustadas en una ocubeta conectada a
una bomba de vacio. En el oentro de la mdscara, se habia
recortado un trozo de forma similar al gel pero unos milimetros
mde pequefio por los bordes. A través de este hueco se ejercia
el vacio posteriormente.

Antes de iniciar el montaje de la transferencia, se preparaba
un tampdén 20 veces oconcentrado (§5C 20 x) que contenia 175,3 g
de NaCl y 88,2 g de citrato sédico, disueltos en 1 litro de
agua estéril tratada con DEPC. El tampén se ajustaba a pH 7 v

posteriormente se autoclavaba. Ademas, se recortaba un filtro
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de nylon del mismo tamano gque el gel vy se hidrataba
sumergiéndolo durante 5 minutos en agua estéril vy a
sontinuacidn otros 5 minutos en tampdn SSC 20 x.

Una vez finalizada la eleotroforesis, se colocaba el filtro
sobre el hueoco de la mascara proourando que lo agubriera
completamente, y sobre el, se ponia el gel de tal manera que no
gquadasen burbujas entre ambos. Asimismo, los pocillos del gel
debian quedar fuera del hueco de la mascara., De esta manera, se
delimitaba la superficie a través de la oual se ejercia el
vacio. Entonces, se oubria con tampén SSC 10 x la superficie
del gel y se aplicaba una presién absorbente mediante la '‘bomba
de vaocio.

Se dejaba transferir el gel durante 2,6-3 horas, tras 1lo
cual, se desmontaba el sistema Yy se procedia a la uniodn
sovalente del RNA transferido al filtro. Para ello, se exponia
el filtro durante 7 minutos a la luz ultravioleta (254 nM) a 15
om de distancia de la superficie del mismo. Después, el filtro
se introducia en una carpeta de papel Whatman aMM y se secaba
en estufa a 6000 durante 1 hora. Asi, el filtro gquedaba va

listo para realizar la hibridacidn,

3.17 Ensayo de Dot-Blot

En algunoe ocasos se empled la téonica del Dot-Blot para
fijar RNA ocelular a filtros de nylon puesto que este método
permitia incluir mayor nuimero de muestras diferentes en un
mismo filtro. El1 RNA de las células en oultivo, se extraia tal
come ge ha desorito previamente, y para el ensayo se preparaban
muestras de 8 ug de RNA por triplicado de cada condicidn, a las
que se afiadian 100 ul de tampon SSC 10 x/muestra. Se utilizd un
aparato de Bio-Rad en el que se introducia un papel Whatman 3

MM empapado en tampdén S8C 6 x, sobre el oual, se ocolocaba un
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filtro de nylon que habia sido previamente tratado oon agua
estéril y tampén SSC &6 x. Para lavar los pooillos donde
posteriormente se iban a aplicar las muestras, se afladian 100
pl de 88C 6 x/poocillo y se haola que atravesaran el filtro vy el
papel oon la ayuda del vacio. Las muestras, se calentaban
durante 15 minutos a 6500, ge ponian inmediatamente en hielo,
gse apliocaban a los pocillos, y se forzaba su paso a través del
nylon por medio del vaoio. En estas oondiciones, los RNAg se
fijaban al filtro. A continuacion, se lavaban de nuevo los
pocillos, se abria el aparato y se sacaba el filtro. Para unir
el RNA ocovalentemente al filtro, éste se exponia a la luz
ultravioleta (254 nM) durante 5 minutos a 15 om de su
superficie. Después, el filtro se dejaba secar una hora a 60°c
en la estufa dentro de una carpeta de papel Whatman 3MM, Asi el

filtro quedaba listo para la hibridacion oomo en el oaso

anterior.

3.18 Marcaje radiactivo de los aDNAs

En todos los experimentos, los cDNAsg se marcaron
radiactivamente por el método de "Multiprimer DNA labelling",
comercializado por Amersham. En primer lugar, se procgedia al
tratamiento de los oDNAs (50 ng) a 95—100°C en tubos eppendorf
durante 2 minutos ocon objeto de produgir la desnaturalizaocion
del DNA. A ocontinuacidén, las muestras se ponian inmediatamente
en hielo, evitando asi la renaturalizacion. La reaccién se

iniciaba afiadiendo a los tubos los siguientes reactivos:

-solucidén 1 (mezocla de nuoledétidos no marcados)...10 pl
-golucion 2 (primer BSA)..... I R T 0 |
c32 o aB AOTP. o et .60 pci
-DNA polimerasa (fragmento Klenow)................. 2 pl
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La reacoion se realizaba a temperatura ambiente durante 2-3
horas. Transourrido este tiempo, la muestra se pasaba poOTr una
columna de Sephadex G-50 de 10 om de longitud, que habia sido
empaquetada y equilibrada con tampon NaCl 150 mM, EDTA 10 mM,
SDS 0,1 % (p/v) y tris 50 mM pH 7,5 estéril. Una vez cargada la
muestra en la columna, esta se gentrifugaba a 1.500 rpm durante
4 minutos. La muestra eluida ocontenia los oDNAs marcados,
quedando retenida en la columna la radiactividad no
inogorporada. Finalmente, una alicuota del eluido se valoraba en

el pontador de ogentelleo.

3.19 Prehibridacion e hibridacion de los filtros de nylon

Para la prehibridacién e hibridacidén de los filtros, se ha
seguido el método descrito por Amasino (1986).

Para ello, los filtros de nylon que contenian los RNAs
transferidos, se introducian en bolsas de plastico a las que se
afiadian 0,1 ml/c:m2 de amolucidén de prehibidacidédn que oontenia:
formamida desionizada 50 % (v/v), DNA de esperma de gpalmén 100
peg/ml, SDS al 7% (p/v), EDTA 1 mM, NaCl 250 mM vy NaSPOA 250 mM
pH 7,2, completandose a 100 nl el volumen con agua tratada con
DEPC.

Una vez introducida la solucidén en las bolsas de plastioo,
estas se sellaban ocon una selladora eléotrica, y a su vez, ge
introducian en una segunda bolsa de pldstico que también
quedaba oompletamente gpellada. A gontinuacién, se introducian
en un bafio a 42°C durante 2-4 horas.

Transcurrido el periodo de prehibridacion, se abrian las
bolsas, se retiraba la golugién de prehibridacic’m, y se volvia
misma solucidén fresca a la que

a afiadir un volumen igual de la .
do a razdén de 2 x 10 DPM/ml.

ge habia incorporado el oDNA marca
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Este oDNA marcado, se habia desnaturalizado previamente
calentdndolo a 95-1OODC durante 10 minutos e introduciéndolo
inmediatamente en hielo. Después, las bolsas se volvian a
sellar vy se ponian en el bafic a AZQC durante 24 horas.
Entonoes, se abrian las bolsas, se eliminaba el liquido
radiacgtivo, v el filtro se lavaba ocon una solucidén que contenia
88C 2 x vy 8DS al 0,1 %. En oconoreto, se realizaban 2 lavados a
temperatura ambiente y a gontinuacion un lavado de 20 minutos a
42°¢c oon agitaoidén. 8i la senal radiaoctiva era muy fuerte, se
haoian nuevos lavados ocon solucidn fresca a 45-50°C. Después,
el filtro se colocaba en un cassette de autorradiografia para
ser expuesto bajo un film de rayos X de la marca KEodak X-AR

Omat a ~7OOC.

3.20 Revelado de las autorradiografias

El primer revelado de las autorradiografias se realizaba
transourridas 12 horas de exposicidn. El film se trataba
durante 3 minutos con solucién reveladora, a oontinuacidn se
gsumergia 30 segundos en agua para eliminar los restos de esta
gsolucién, y finalmente se trataba durante 5 minutos oon
golucidn fijadora. Segin la sefial que se observase, los filtros

se exponian nuevamente durante mas o menos tiempo.

3.21 Rehibridacion de los filtros de nylon

Una vez realizada la hibridacidén y el revelado de un filtro
de nylon, dicho filtro podia wvolver a hibridarse con otro cDNA
diferente eliminando previamente la marca radiactiva anterior.
Para ello, se preparaba una solucidén gque contenia Tris 10 nM,
EDTA 1 mM pH 7,5-8 y SDS al 1 % (p/v), y s8e hervia en ella el

filtro durante 20-30 minutos. Después, se exponia el filtro
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bajo un film de rayos X para comprobar que la marca radiactiva
anterior habia desaparecido, tras lo oual, el filtro podia
volver a ser hibridado. En caso contrario, se hervia de nuevo

el filtro con solugidn fresca con SDS al 3-5 % (p/v).
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IV.-RESULTADOS Y DISCUSION



4.1 PROLIFERACION DE HEPATOCITOS FETALES EN_ CULTIVO PRIMARIO:
EFECTO DE LAS HORMONAS Y LOS FACTORES DE CRECIMIENTO

La puesta a punto de un sistema que favorezoa la
proliferacién de los hepatocitos fetales de rata de 20 dias de
gestacidén en respuesta a hormonas y faotores de orecimiento se
centrd en dos puntos bdsicos: densidad ocelular Yy tiempo de
cultivo en presencia de loa supuestos agentes mitogénicos. Para
estudiar ambas variables, tras el prooeso de aislamiento los
hepatoocitos se sembraron en medio suplementadec oon suero fetal
al 10 % a tres densidades ocelulares creoientes (2,5, b v 10 x
10£l céhﬂas/omz), y trae 4 horas de adherensia al plato, ge
mantuvieron en ausencia de suerc y presencia del faotor EGF
durante las 16, 40 6 64 horas subsiguientes. Por otro lado,
durante todo el periodo de cultive el medic se suplementd ocon
dexametasona 100 nM para evitar el orecimiento de células no
deseadas (Lefert y col., 1972), y prolongar la supervivenocia de
los hepatooitos en ausencia o presencia de faoctores de
orecimiento u hormonas (Hoffmann y ocal., 1989). En estas
condiciones, los valores maximos de incorporacién de timidina
tritiada, frente a células ocontrol sin tratar, se obtienen en
los8 platos con menor densidad celular v a las 64 horas de

cultivo en presencia de EGF (fig. 5).
Por ello, dado que las funciones relacgionadas ocon el

orecimiento se estimulan a bajas densidades celulares, V¥
alcanzan valores muy significativos tras 64 horas de oultivo,
para los experimentos que a continuacién se detallan se esoogid
la densidad de 2,5 x 104 aélulas/dm2 y el tiempo de 64 horaas,

siempre en presencia de dexametasona.
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Fig. 5: Influencia de diferentes densidades celulares sobre la
sintesis de DNA en respuesta a EGF. Las océlulas se sembraron a
tres densidades ocelulares orecientes (2,6 , 5 vy 10 = 10!4
oélulaa/cmz) en medio suplementado con suero fetal al 10 %, v

ge oultivaron durante 64 horas en medio 199 suplementado ocon

dexametasona (100 nM) en ausencia de suerc ¥y en pregsencia o
- - - 3 + - - - - ”

ausencia de EGF. La incorporacién de "H-timidina se midido en

lag 4 Ultimas horas de ocultivo. Los resultados son las medias %

SEM (n=4-6) y representan las DPM por 106 célulasg.
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El oultivo primario de los hepatooitos fetales en presencia
de suero fetal al 10 % produce una estimulacidn de 3 veces en
la incorporacidn de 3H-timidina en oomparacién ocon océlulas no
tratadas (tabla 1); este dato se oonsideré ocomo un control
positivo de la proliferacion celular.

Cuando se afiade EGF al medio de oultivo, se obtiene un
incremento en la incorporacidn de 3I-I--t:irni.d:i.ne. de ouatro veces
frente a las océlulas no tratadas.

También se investigd el efecto de la insulina (40 nM), el
IGF-I (1,4 nM), la vasopresina (18 nM) y el glucagdén (1 M) en
la incorporacion de 3H-timidina en los oultivos. Estos faotores
individualmente no modifican la incorporacién de 3I'l-t'.imidina
observada en océlulas no tratadas (tabla 1). La ocombinacidn de
esntos facgtores gon EGF no supera en ningin caso la
inocorporacidén de SH-timidina producida por el EGF en solitario
(tabla 1).

La presencia de forscolina (10 puM), un activador directo de
la adenilato oiclasa, junto oon isobutil-l-metilxantina (IBMX)
(50 pPM), un inhibidor de 1la fosfodiesterasa del AMPo, no
modifioca la incorporacidén de BH-timidina en comparacién oon las
células no tratadas. Sin embargo, la forscolina junto oon el
IBMX disminuye la ingorporacién de 3H-timidina en hepatoocitos
estimulados ocon EGF hasta ocasi a loe niveles observados en
oélulas no tratadas (tabla 1).

Paralelamente, se valord el ocontenido de DNA a las 64 horas
de ocuitivo en las diferentes ocondiciones experimentales (tabla
2). En las océlulas sin tratar, se observa una buena correlacidn
entre el ocontenido de DNA y el numero de gélulas con un valor
de 27,6 t 3,0 pg de DNA/106 gélulae; esto indica que la

densidad ocelular en ausencia de sueroc 0O senales, con la unioca

78



Incorporacion de 3H-timidina

(porgentaje)

Adicidn — EGF (3,3 nM)

Control ...,........c.ciuiiiininarans 100 416 * 30
Gluocagdn (1 pM) ............. ..., 112 £ 20 416 * 23
Insulina (40 nM) .................. 119 * 40 432 % 49
IGF-T (1,4 nM) .. .......0 v meannnns 118 t 60 e

Vasopresina (18 nM) ............... <100 306 t 20
IBMX (50 uM) + Forscolina (10 puM) . <100 184 % 44
Suero fetal 10% .......... ... . 303 £ 20 E—

Tabla 1: Efecto de las hormonas y los faotores de orecimiento
sobre la incorporacion de 3H-—timidina en hepatooitos fetales de
rata en oultivo primario. lLas ceélulas se ocultivaron durante 64
horas en medio 199 suplementado con dexametasona (100 nM) vy
varias hormonas y factores de orecimiento. La incorporacidn de
3H—timidina ge midié en las 4 Ultimas horas de oultivo. Los
resultados son las medias * SEM (n=10-15) y estan expresados

somo porcentaje de la inocorporacion en las gélulas ocontrol no

tratadas.
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Contenido en DNA (ug/plato)

Adicidn —_— EGF (3,3 nM)
Control . .... ..., 19,3 * 3,3 35,0 4,0
Glucagén (1 pM) ....... ... 17,0 &t 2,0 39,0 * 2,7
Insulina (40 nM)Y . ... ... i 21,6 + 1,4 40,0 * 5,0
IGF-I (1,4 nM) ....... .0t iiononn h— —
Vasopresina (18 nM) .............., — —
IBMX (50 pM) + Forsocolina (10 uM) . 14,6 1,0 16,0 ¢ 0,1
Suero fetal 10% ........ .. 00 29,6 = 3,2 —

Tabla 2: Efecto de las hormonas y los factores de c¢recimiento
sobre el oontenido de DNA en hepatocitos fetales de rata en

oultivo primario. Las gélulas se oultivaron durante 64 horas en

medio 199 suplementado con dexametasona (100 nM) vy varias

hormonas y factores de orecimiento. El ocontenido de DNA se

determind al final del tiempo de oultivo. Los resultados son
las medias t SEM (n=10-18) vV ecstan expresados ocomo pg de

DNA/plato.
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presencia de dexametasona en el medio, se mantiene constante a
través de todo el tiempo de oultivo.

El cultivo de las células en presencia de sueroc fetal al 10%
producge un incremento en el contenido de DNA de 1,5 veces en
comparacién con células sin tratar (tabla 2). El EGF solo o
combinado con glucagéon o insulina produce un aumento de dos
veges en el ocontenido de DNA respecto de las células control
gin tratar (tabla 2). Este efecto del EGF sobre el contenido de
DNA se ve muy disminuido en presencia de forscolina e IBMX,
obteniéndose unos valores mas bajos inoluso que en gélulas sin
tratar (tabla 2.

LLos resultados obtenidos muestran que los hepatogitos fetales
quiescentes responden al EGF y al suero feral tras &4 horas en
presencia de los mismos. 8in embargo, el efecto mitogénico del
suero fetal es menor que el producido por el EGF. Por otro
lado, el EGF no sinergiza oon insulina, IGF-I, vagopresgina o
gluoagdn a diferencia de lo observado en ocultivos primarios de.
hepatocitos adultos (MoGowan y ool., 1981). El1 hecho de que el
EGF no sinergice con otros factores de crecimiento indioca gue

es un mitégeno completo para los hepatocitos fetales en oultivo

primario.
La combinacién de forscolina e IBMX es un potente sistena
generador de AMPc (Vintermyr VY col., 1989), que en las

condioiones de estos experimentoe es ocapaz de reprimir casi
totalmente el efeocto proliferativo del EGF. El papel gque juega
el AMPoc en la regulacion de la proliferacion hepatica es un
tema que sigue suscitando debate. Asi, mientras que en
hepatooitos adultos en cultivo en presencia de BGF e insulina
la adicioén de glucagdén, isoproterenol o IBMX proveoca un aumento
en la sintesis de DNA (MoGowan Yy o©ol., 1981), otros
experimentos indican que los agentes que aumentan los niveles

de AMPo inhiben la estimulacidn de la sintesis de DNA inducida
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por EGF (Vintermyr y col., 1989) (Kubin y col., 1990) (Thoresen
v ool., 1990). Esta inhibioion de la proliferacion oelular se
ve fuertemente potenciada por la presencia de la dexametasona
en el ocultivo (Vintermyr y col., 198%). Bajo estas ocondiociones,
el AMPo vy la dexametasona actian sinérgicamente inhibiendo 1la
entrada en la fase § del ciclo ocelular (Vintermyr y ocol., 1989)
(Thoresen y col., 1990). En nuestros cultivos de hepatocitos
fetales, donde la dexametasona esta presente de manera
gontinua, se observa un efeocto inhibitorio de la forsocolina
junto con el IBMX sobre la estimulacién de la incorporacion de
3H-timidina producida por EGF igual al observado en hepatocitos
adultos en condiciones experimentales gimilares.

Por lo tanto, en hepatocitos fetales, la forscolina vy el IBMX
combinados pueden inhibir 1la aotivacion de la via de
transmisién de sefiales a travéa de tirosina quinasa que produoe
el EGF, anulando la respuesta mitogénica a este faotor. Sin
embargo, el glucagon no afecta a la proliferacién inducida por
el EGF. Queda pues por establecer si 1as diferencias observadas
entre los agentes generadores de AMPo y el gluoagdédn sobre la
inhibicidén del efecto proliferativo del EGF, pueden deberse a
diferencias en los niveles de AMPo que sé producen en ocada

condicioén, ocomo sucede en el ocaso de los hepatocitos adultos

(Vintermyr y col., 198%).

4.1.2 Andlisis del ciclo celular

—_— e ————

Una vez determinadas las ocondiciones en las que se producen
las inocorporaciones de 3H-timidina maximas y minimas, 8e
estudiaron las diferencias que habia entre la fase del ciolo
celular en que se encontraban lag células en ambos o0asos. Las
muestras control mantenidas durante 44 horas en medio sin suero

v presencia de dexametasona, presentan un 92,8 % de gélulas en
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fase GO/G1 (fig. 6) y tan eolo un 2 % de células en faee §
(fig. 6).

El tratamiento de las celulas durante 40 horas con EGF o con
suero fetal al 10 % produce un inoremento de 2,1 & de 1,9 veoes
reapectivamente en el porcoentaje de células en fase 8 (fig. 7},
en comparacidn oon los controlea no tratados (fig. 77.
Asimismo, a las 64 horas de cultivo en presencia de EGF o suero
fetal al 10 %, se producen aumentos de 2,2 6 2,6 veces
respectivamente frente al poroentaje de oceélulas en fase S en
las muestras control (fig. 7). El aumento del numero de células
en fase S en estas condigiones, supone gque un gierto porgentaje
de oélulas abandonan la fase GO vy ge incorporan de nuevo al
cicle celular en respuesta al egtimulo proliferativo producido
por el EGF y el suero fetal, justificandose asi los aumentos en
la incorporacidén de 3H-timidina vy ocontenido en DNA obeervados

en presencia de los mismos.
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Fig. 6: Analisis del ciclo celular en células quiescentes. lLas
células se ocultivaron durante 64 horas en medio 199
suplementado con dexametasona (100 nM) en ausencia de suero y
factores de orecimiento. Los resultados se expresan ocomo

porcentaje de células en ocada fase del giclo celular.
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Fig. 7: Efecto del EGF y el guero sobre la fase § del del ociclo

celular. Las océlulas se oultivaron durante 40 & 64 horae en

medio 199 suplementado con dexametasona (100 nM) en presencia o

ausencia de EGF 3,3 nM o suero fetal al 10 %. Los resultados se

expresan ocomo poroentaje de oélulas en fase 8 frente a los

datos de oélulas ocontrol no tratadas.
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4.2 MADURACION DE LOS HEPATOCITOS FETALES EN CULTIVO PRIMARTIO
EN CONDICIONES NO PROLIFERATIVAS

Pars la realizacidén de este estudio, los hepatocitos aislados
de fetos de rata de 20 dias de gestaocién se sembraron en medio
suplementado con suero fetal al 10 %, a una densidad de 10 x
104 acélulas por cm2 puesto que las altas densidades celulares
favorecen la permanenocia de las gélulas en fase GO (Kumatori ¥y
col., 1991), y en oconsecuencia, la diferenciacidén celular y la
apariocién de las garacteristicas especifioas hepaticas
{Nakamura vy col., 1983). A esta densidad celular, el grado de
confluencia de las células es de aproximadamente un 75 %.

A las 4 horas del establecimiento del oultivo, se sustituyd
el medio oon suero fetal al 10 % por medio suplementado ocon
alblmina bovina sérica al 0,2 %. En estas condiciones, las
células se ocultivaron durante 16, 40 6 é4 horas en presencia de

diversas hormonas y sus combinaciones.
4.2.1 Expresidn génica de la PEPCK: Regulacién hormonal

La expresion genica de la PEPCK es practicamente nula en el
feto y su mRNA se acumula y se traduce tras el nacimiento
(Garcia Ruiz y ocol., 1978) en respuesta a AMPo (Lyonnet y ool.,
1988).

Cuando se estudia la aotividad enzimatica especifica de la
PEPCK "in vivo"” en extractos de higado de rata de diversos
periodos del desarrollo, se obtienen los resultados gue se
exponen a continuacidén (tabla 3). Los extractos de higado de
fetos de 20 y 21 dias de gestacién no muestran una actividad

enzimatica PEPCK significativa (tabla 3). 8in embargo, en los
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AEE PEPCK (wmU/mg prot.)

Feto 20 dias .. ... oot ancnsnsatananss 0,51 t 0,40
Feto 21 di&B .. ieicviinvernseanns ..... 0,68 ¢ 0,84
Feto 22 di@aB ... vitinitsaesnsrsnonesns a,78 & 0,40
Neonato 1 dia ... e omrosaassan 20,99 * 1,46
Neonato 2 dias .......ccetann e 20,20 + 0,20
Adulto ayunado 48 horas .......-.caven. 31,40 4,00

Tabla 3: Actividad enzimiatica especifica PEPCK hepatioca en
diversos estadios del desarrollo de la rata. Los extractos
hepéticos se obtuviercn a partir de fetos de rata de 20, 21 ¥y
22 dias de gestacidén, neonatos de 1 y 2 dias de vida, y de
adultos ayunados 48 horas. Los resultados son las AEE medias t

SEM (n=2-4) y se expresan ocomo mU/mg de proteina.
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extractos hepaticos de fetos "a termino” (22 dias de
gestaoidn), se detecta un aumento de 7,5 veoces en la actividad
enzimatica PEPCK frente a los dos valores anteriores (tabla 3).
En los extractos de higado de neonatos de 24 y 48 horas de vida
ge observa un aumento de 40 veces en la actividad enzimatioca
PEPCK respecto de los valores fetales iniciales (tabla 3). La
méxima actividad enzimdtica PEPCK se obtiene en extractos de
higado de rata adulta ayunada 48 horas {tabla 3}, lo oual
significa que los neonatos de tan golo 24 horas de vida son
capaces de desarrollar un 65 % de la aotividad enzimatica PEPCK
maxima "in vivo".

Asimismo, ocuando se investigan los niveles de RNAm de la
PEPCK en extracotos hepdticos fetales, se observa la ausencia de
este mensajero en los hepatocitos de fetos de 20 dias
{(resultado no mostrado).

Por ello, para estudiar la induoccidén de la PEPCK "in vitro’,
ge utilizaron hepatocitos fetales de 20 dias de gestacidn,
donde ni la aoctividad enzimdtica especifica, ni el RNAm de la
PEPCK son detectables.

En los hepatoocitos fetales gultivados durante &4 horas en
ausencia de hormonas no se detecta actividad enzimdtica PEPCK.
Sin embargo, la presencia de dexametasona (100 nM) en el medio
durante 64 horas es ocapaz de inducir ligeramente la aotividad
de esta enzima (tabla 4).

Las combinaciones de la dexametasona oon glucagon (1 pM} o
agentes que aumentan los niveles de AMPo intracelulares, o©omo
IBMX (50 uM) junto oon forascolina (10 uM), producen sumentos de
3,5 v 4 veoces respectivamente (tabla 4) en la actividad de este
enzima, siendo dicha induccién pobremente inhibida por la
adicién simultanea de insulina 40 nM (tabla 4).

Los hepatocitos fetales cultivados durante 16, 40 6 64 horas

en ausencia tanto de suero como de hormonas, no expresan el
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Adicion AEE PEPCK (mU/mg prot)

Dexametasona (100 nM) .. ... i rrs s 5,3 £+ 0,8

Dexametasona (100 nM)

+ Gluoagdn (1 PM) ... iovven oo 18,3 = 0,4
Dexametasona

+ IBMX (50 pM) + Forscolina (10 pM) G h e e et 19,7 &t 1,6
Dexametasona

+ Glucagdén + Insulina (40 nM) ... L .... 15,2 £ 1,4

Tabla 4: Efecto de las hormonas sobre la actividad PEPCK en
hepatocitos fetales de rata en cultivo primaric. Las océlulae se
oultivaron durante 64 horas en medio 199 suplementade oon
dexametasona (100 nM) y varias hormonas. Las agtividades
enzimdticas especificas se determinaron al final del ocultivo.
Los resultados son las medias f SEM (n=4-46) y s8e expresan Jaomo
mU/mg de proteina. La aotividad espeoifica PEPCK antes del

cultivo era indetectable.
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RNAm de la PEPCE (fig. 8a). Por su parte, la presencia de
dexametasona (100 nM) produce wuna pequefla induccidn de este
mensajero tras 64 horas de cultivo (fig. 8, a ¥ b).

Cuando se anaden al medio hormonas ocono gluoagdn (1 uM) o
adrenalina (10 pM) en solitario, no se oObservan aumentos
significativos en los niveles de RNAm de PEPCK ni siquiera a
las 64 horas de cultivo en presencia de las mismas (fig. B8a).
S8in embargo, la presencia conjunta de glucagdédn con dexametasona
produce un efecto sinergistico que induce el RNAm de la PEPCK
10 & 20 veoes tras 40 & 64 horas de ocultivo respectivamente
(fig. 8, a y b). Asimismo, la presencia de adrenalina junto con
dexametasona aumenta diez veces los niveles de RNAm de la PEPCK
ya a las 16 horas de cultivo, induccidén que se mantiene durante
las 64 horas (fig. 8, a v b).

El dibutiril AMPe (0,5 mM) produce una apreciable inducocidn
de la transoripcion del gen de la PEPCK a las 16 horas de
oultivo, la cual se ve aumentada a las 40 horas (fig 8, a y b).
En este ocaso, el dibutiril AMPc neo sinergiza oon la
dexametasona, ya que cuando se afaden al medio ambas hormonas
juntas los niveles de mensajero no sufren cambios
signifiocativos (fig. 8, a y b).

La isobutil=-l-metilxantina (IBMX) (50 pM) junto ocon la
forscelina (10 pM)  producen un aumento de 14 veces en el
oontenido del RNAm correspondiente a 1a PEPCK a las 14 horas de
cultivo, para después disminuir de manera progresiva a 40 y 64
horas (fig. 8, a v b). Al combinar estos agentes generadores de
AMPo gon dexametasona, los niveles de inducgidn son superiores
sobre todo a las 40 horas de cultivo, pero igualmente ocaen a
las 64 horas (fig. 8, a v b).

Finalmente, se observa que en este sistema la hormona
triiodotironina (Ta) (1 pM afadida individualmente no induce

la expresion génioca de la PEPCK en ninguno de los tiempos de
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Fig. 8: Induccidén hormonal del RNAm de la PEPCEK en hepatogitas
fetales en oultivo primario. Los hepatogitos fetales se
cultivaron durante 16, 40 & 64 horas en presencia de glucagdn
(GLC), triiodotironina (Ta), dibutirii AMPo (DBT o-AMP),
adrenalina (ADR) e IBMX + forsoolina (FOR) en presenogia o
ausenvia de dexametasona (DX). Al final del tiempo de oultivo,
el RNA total (20 pg) se gometiéd a analisis por Northern=-Blot ¥y
ge hibridéd con un 32P-oDNA especifico para la PEPCK; a) la
figura mnuestra la autorradiografia de un experimento

representativo.
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cultivo estudiados (fig. B8a). Por otro lado, la combinacidn de
T3 con dexametasona tampoco produce aumentos significativos en
los niveles de RNAm de la PEPCK (fig. B, a v b).

La mayvor induocidén de la expresidén génica de la PEPCK
obgervada en cultivos primarios de hepatocitos fetales, se
produce por la oombinacidn de IBMX vy forscolina ocon
dexametasona durante 40 horas (fig. 8, a y b), asi como por la
Presencia de glucagdn con dexametasona durante 64 horas (fig.
8, a y b). En ambos casos, el contenido de RNAm de la PEPCK
alcanza valores que representan alrededor de un 80 % de
aquellos encontrados en higado adulto ayunado 48 horas (Fig.
17a). En estas condicionesg, una segunda isoforma de RNAm de la
PEPCK de aproximadamente 4 Kb empieza a ser aparente en las
células fetales (fig. Ba) a diferencia del adulto donde se
observa una uUnica forma de 2,8 Kb (fig. 17a). Asi, los
hepatocitos fetales muestran un patrdn caracteristico de formas
de RNAm de la PEPCK distinto del expresado en el higado de rata
adulta.

Para estudiar el papel de la insulina en la expresion de la
PEPCK en hepatogitos fetales, se oultivaron las oélulas en
pPresencia de gluocagdn vy dexametasona con o sin insulina (40 nM)
en el medio durante 16, 40 y 64 horas. En todos los cascs la
insulina disminuye en aproximadamente un 20 % la induccidn de
los niveles de RNAm de la PEPCK producida por el glucagdn y la
dexametasona (fig. 9, a v b). Ppr tanto, en este sistema, la
exprepidon de la PEPCKX no acusa la presencia de la insulina de
una manera tan intensa ocomo el higado adulto (Christ y col.,
1990). Quizds este pobre efecto inhibidor de la insulina frente
a la inducoidon de la transoripceidn de la PEPCK por glucagdn y
dexametasona, se deba a un fallo en el mecanismo postreceptor,
va dque la unién de la insulina a sus receptores de 1la

superficie ocelular no provooca la regulacién a la baja de los
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Fig. 9: Efecto de la insulina sobre la expresién del RNAm de la
PEPCK en cultivos primarios de hepatocitos fetales. Las células
se oultivaron durante 16, 40 o 64 horas en presencia de
glucagén (GLC) + dexametasona (DX), vy en presencia o ausencia
de insulina (INS). El RNA total (8 pg) se sometid a analisis
por Dot-blot y a una posterior hibridacién oon un 32P-CJDNA
especifico para la PEPCK; a) la figura muestra la

autorradiografia de un experimento representativo.
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mismos (Menuelle y col., 1291).

En conclusidén, la expresién del RNAm de la PEPCK en
hepatocitos fetales de 20 dias puede inducirse precdzmente por
IBMX junto ocon forscolina a ocorto plazo (16 horas), asi ocomo a
large plazo (64 horas) gon glucagébn combinado aoon dexametasona,
siendo esta induocién ligeramente reprimida por la presencia de

insulina.

4.2.2 Expresion génica de la EM y la G6FPD: Regulacién hormonal

v nutricional

Durante el periodo perinatal de la rata, el higado desempena
una funcién relevante en la lipogénesis. En este sentido, la EM
citosdlica hepdtica es una enzima lipogénioca implicada en la
producocidén de NADPH para la gintegis de &oidos grasos. Durante
el desarrollo temprano de la rata, la EM estda sometida a una
regulaocidén hormonal y nutricional. La aotividad enzimatica EM
es muy baja en el higado fetal de rata (Ballard y ecol., 1967a)
(Perez-Castillo y ool., 1987), y s8u RNAm en esta etapa del
desarrollo sélo se deteota en muestras de poli A+ RNA (Mann ¥y
col., 1991). Tras el nacgimiento, durante la transicidn
lactancia-destete, se produce una rapida acumulacién de la
enzima debido, por un lado, a la sustituoion de la leche
materna rica en grasa por una dieta sdlida hidrocarbonada, Vv
por otro, al cambio en el estado hormonal del neonato. Ambos
faotores, provocan un fuerte inoremento de la lipogénesis
hepatica y de la aotividad EM (Lookwood y ool., 1970},
precedido por un aumento similar de su RNAm (Mann y ool.,
1991).

Los hepatoocitos fetales en sultivo primario pueden expresar
genes espeogificos caracteristicos del estado adulto. Asi, la EM

puede ser expresada precézmente en hepatocitos fetales
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gquiescentes mediante una estinulacion hormonal especifioca
(Fabregat v ocol., 1989). Los carbohidratos y los metabolitos
gluooliticos, producen una inducocién prematura de la acgtividad
eppecifica EM en los hepatooitos fetales de 22 dias ocultivados
en ausencia de suero y hormonas (Fabregat y cel., 1989). Por =su
parte, la adicién de insulina vy T3 produce un incremento en la
actividad especifica EM, mientras que el glusagén bloquea
parcialmente esta inducoién (Fabregat y col., 198%9). Estos
gambios en la actividad EM, concuerdan con el aumento de 1la
tasa de lipogénesis que se observa, en este mismo sistema, a
las 24 horas de cultivo en presencia de insulina y T3, asli como
con la disminucidén de la misma detectada a las 3 horas de
ogultive en presencia de glucagdén (Rongero y col., 1989).

El propdsito de los estudios que se detallan a continuacidn,
ha pido la determinacidén de la regulacion de la expresion del
RNAm y la proteina EM por diversas hormonas Yy Tfuentes de
carbono, en hepatocitos fetales de 20 dias ocultivados en
ausencia de suero.

El1 RNAm de la EM no se detecta en los hepatocitos fetales de
20 dias tras el aislamiento (resultado no nostrado). §&in
embargo, cuando los hepatocitos se cultivan en presencia de
gluocosa 5 mM en ausencia de hormonas, aunque la expresidn del
RNAm de la EM no se detecta a las 16 horas, tras 40 6 64 horas
de cultivo se observa una inducoién del mismo de 4 6 6 unidades
arbitrarias respectivamente (fig. 10, a y bl. La adicidn de
dexametasona (100 nM) al medio, es capaz de inhibir
parcialmente esta inducoidn del RNAm de la EM producida por la
gluoosa (fig. 10, a y b).

l.a presencia de T3 (1 uM) en el medio de cultivo, produce un
sumento de dos veces en la induccién del RNAm de la EM tras 64
horas de ocultive, en gomparacién con el contenido del mismo en

presencia uUnicamente de glucosa (fig. 10, a y b). En este caso,
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Fig. 10: Induccidén del RNAm de la enzima malica en ocultivos
primarios de hepatocitos fetales: Efecto de la dexametasona, la
inaulina y la triiodotironina. Los hepatooitoa fetales se
oultivaron durante 16, 40 & 64 horas en medio 199 con glucosa 5
mM ocomo fuente de carbono en presencia o ausencia de insulina
(INS 40 nM), triiodotironina (T, 1 pM) y dexametasona (DX 100
nM), ocomo se indica en la figura. El RNA total (20 pg) se
sometid a andlisis por Northern-blot y s8e hibridd con un
32p-gDNA especifico para la EM; a) la figura muestra la
autorradiografia de un experimento representativo.
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la dexametasona potencia el efecto de la Ta, praduciéndose a
las 64 horas un incremento de 10 veces en la acumulacidn de
RNAm de 1la EM, en comparacidén ocon los niveles observados en
presencia de glucosa y dexametasona (fig. 10, a y b).

La insulina (40 nM) no tiene un efecto significativo sobre
la expresion del RNAm de la EM, ni en presencia ni en ausenoia
de dexametasona (fig. 10, a y b). 8in embargo, la presencia
conjunta de insulina y T3, produce un efecto sinergistico sobre
la acumulagidén del RNAm de la EM a lo largoe del tiempo de
oultivo, dando lugar a las 64 horas a un aumento de tres veces
en el nivel de RNAm de la EM, en ocomparacién con los niveles
obtenidos en ausencia de hormonas (fig. 10, a vy b). Este efecto
Be ve potencgiado a las 64 horas por la dexametasona,
aloanzandose un incremento de 13 veces en el contenido de RNAm
de la EM en comparacién con el observado en ausencia de ambas
hormonas (fig. 10, a y b).

La adicién de glucagén (1 uM) al medio ogon glucosa, T3 y
dexametasona, produce una inhibicidén de un 35% en la
agumulacidn de RNAm de la EM inducida por ambas hormonas, tanto
a 40 como a 64 horas de oultivo (fig. 11, a y b). Por su parte,
@l dibutiril-AMPc (0,5 mM) es capaz de inhibir la induccidén del
RNAm de la EM por T3 y dexametasona en un 80%, a 40 y a &4
horas (fig. 11, a y b).

Para establecer si losg ocambios producidos por lag hormonas
en el contenido de RNAm de la BEM se veian reflejados en cambios
paralelos en el contenido de proteina v la funoidn de la EM, se
realizaron analisis por Western-blot y determinaciones de
actividad especifica EM en los hepatocitos, tras 64 horas de
cultive en presencia o ausencia de dichas hormonas. Asi, en un
medio con glucosa, la dexametasona no es capaz de inducir
niveles significativoa de proteina y actividad especifica EM

{fig. 12, ocarril 1). La insulina junto ocon la dexametasona
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Fig. 11: Induccién del RNAm de la enzima palica en hepatocitos
fetales en cultivo primario: Efecto del glucagén y el AMPo. Las
células se cultivaron durante 16, 40 6 64 horas en medio 199
con glucosa 5 mM, triiodotironina (T3 1 uM) y dexametasona (DX
100 nM) en presencia o ausencia de glugagdén (GLN 1pM) o
dibutiril AMP¢ (Bt,oAMP 0,5 nM), como se indica en la figura.
E1 RNA total (20 pg) se sometid a andligis por Northern-blot ¥y
ge hibridd ocen un 32P-GDNA especifico para la EM; a) la figura

muestra la autorradiografia de un experimento representativo.

101



507

B DX+T3
= B 404 B DX+T3+GLN
< 5 B DX+T3+Bt2-AMPc
F~
g E 30 -
£ ]
o
= e
@204
T
2
B o
= 5 1
0- { '
16 40 64
tiempo de cultive (h)
Fig. 11b: Analisis densitométrico de una

representativa,

automradiografia

102



l
|

-
(—
]

ME activity
{(mUlmg prot.)
Ay

—

Fig. 12: Induccidén del contenido de proteina y la actividad
eapacifica de la enzima milica en ocultivos primarios de
hepatooitos fetalesn: Efectos hormonales. Las células se
oultivaron durante 64 horas en medio 199 ocon glucosa 5 mM en
presencia de dexametasona (100 nM) (carril 1), T, (1 uM)y +
dexametagsona (carril 2), T, + insulina (40 nM)} + dexametasona
(carril 4), T, + dexametasona t glusagén (1 pM) (ocarril 4y, T,
+ cdexametasona + dibutiril-AMPo (0,5 mM) (ocarril §) e insulina
+ dexametasona (ocarril 6);-panel superior- Western-blot de la
proteina EM con 125 ng de proteina pura como control (carril 0O}
~paneal inferior- valores medios % SEM (n=3-6) de las

actividades especifiocas EM.
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produce un pequefio aumento en la actividad especifica EM (fig.
12, oarril 6), aunque en estas ocondiociones, la proteina &apenas
se detecta (fig. 12, carril 6). La presencia gonjunta de
dexametasona v ‘I‘3 en el medio, produce una gran inducgidn del
contenido de proteina EM (fig. 12, carril 2), acompafiado de un
aumento de 7 veoces en la actividad especifioca EM (fig. 12,
carril 2). Esta induccién se produce independientemente de la
presencia o ausencia de la insulina en el medio (fig. 12,
carriles 2 y 3). Por su parte, el gluocagdén y el dibutiril AMPc
disminuyen en un 45%-50% el oontenido de proteina y la
sotividad especifica EM (fig. 12, carriles 4 vy 5) inducidoes por

T. y dexametasona.

° Por lo tanto, en los hepatooitos fetales de 20 dias
gultivados durante &4 horas en un medio sin suerc suplementado
oon glucosa, la presencia de '1‘3 junte don dexametasona, induce
precdzmente la expresidén tanto del RNAm como de la proteina EM
(fig. 10a, fig. 12, ocarril 2).

Ya estaba desorito el potente efeoto inductor que la T3
posee asobre la expresidén de la EM en el higadoe v en cultivoe de
hepatocitos de rata adulta (Mariash y ool., 1983) (Bong y wcoal.,
1988), asi ocomo en los hepatoocitos embrionarios de pollo
(Salati y ocol., 1991). Este efecto de la Tg, estd mediado por
un elemento de respuesta a la hormona identificado en el gen de
la EM de 1la rata (Petty y ool., 1990). Los resultados
expuestos, muestran que en lose hepatooitos fetales la T3
produce un inoremento de dos veoces éen el RNAm de la EM tras 564
horas de oultivo en presencia de glucosa (fig. 10, a y b). Este
dato, conouerda con el aumento de la tasa de lipogénesis que se
observa en presencia de T, en cultivos de hepatocitos de 22
dias (Roncero y col., 1989), y sugiere, que la inducoidn precoz

de la EM puede estar ocontribuyende a la produccidn de NADPH

necesaria para la sintesis lipidioca.

104



La dexametasona, parece tener un papel permisivo en la
inducoion del RNAm de la EM por T3 tras 64 horas de cultive, lo
cual se ve reflejado en el aumento de 10 veces en el RNAm de la
misma (fig. 10, a y b), en ocomparacidén con el ocontenide en
augenaia de T3 (fig. 10, a y b). En este egentido, en
hepatooitos embrionarios de pollo, se ha desorito que la
corticosterona puede oontrolar los niveles de faotores
proteicos, que a su vez, regulan la respuesta transcripcional
de loe genes lipogénicos a T, (Rongero y ool., 1992). De manera
seme jante, el hecho de que el efecto de la dexametasona se

-observe tras 64 horas de cultivo, s8se justificaria por la
inducoidén que la dexametasona pudiera producir sobre la
eintesis de factores transcripocionales necesarios para el
efecto de la T3 gsobre la expresion géniva de la EM.

Como se ha expuesto, la insulina scla o en presencia de
dexametasona, tiene un efecto muy pobre sobre la expresion del
RNAm y la proteina EM, en los hepatocitos fetales en cultivo
primarioc en medio suplementado ocon glucosa (fig. 10, a vy b,
fig. 12, carril 4), De igual manera, en cultivos de hepatovitos
embrionarios de pollo, se ha desarito que la insulina no ejerce
ningin efeoto sobre la transoripoidn del gen de la EM (Salati y
col., 1991). Por el contrario, en higado de rata adulta, la
insulina produce cambios en el nivel de RNAm de la EM por
mecanismos postransoripocionales (Davis y col., 1988), Asimismo,
en ocelulas fetales no hepdticas como los adipocitos marrones
fetales de rata, la insulina aumenta la expresidn del RNAm y la
proteina EM (Valverde y col., 1992).

La presencia ogonjunta de insulina vy Tﬁ, produce un efecto
sinergistico dependiente del tiempo sobre la inducoidn del RNAm
de la EM, en comparacidén con el efecto de ambas hormonas por
separado (fig. 10, a y b). En presencia de dexametascna, la

insulina y la T., producen los mavores aumentos en el contenido

3
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de ENAm (13 veces) (fig. 10, a v b), proteina (fig. 12, carril
3) vy actividad especifica EM (8 veges) (fig. 12, carril 3),
respecto de los hepatocitos ocultivados en presencia Unicamente
de glucosa y dexametasona (fig. 10, a y b, Ffig. 12, carril 1.
Por tanto, se observa de nuevo un efecto permisivo de la
dexametasona en la induccidén del RNAm de la EM por T4, similar
al descrito para la corticosterona en los hepatogitos
embrionarios de polleo (Ronceroc v col., 1992).

El glucagdn y el AMPc, actian ocomo reguladeores negativos de
la estimulacidn de la expresion del gen de la EM por insulina vy
'I‘3 en hepatoaitos embrionarics de pollo (Back y ocol., 1988)
(Galati y oo0l., 1991), ¥ en hepatoocitos Ffetales de rata
(Fabregat y ool., 1989). En los hepatocitos fetales en cultivo
primario, el glucagdn disminuye en un 35% la induoccidén del RNAnm
de la EM producido por T3 y dexametasrona en ausgenaia de
insulina (fig. 11, a v b), y poer s8su parte, el dibutiril AMPo
blogquea esta induccidn casi totalmente (fig. 11, a y b). Este
efecto negativo del glucagon y el dibutiril AMPoc en el RNAm de
la EM, se refleja en una disminucién en el oontenido de
proteina (fig. 12, oarriles 4 y 5). En oonsecuencia, la
induocgidén de la agtividad especifica EM producida por 'I‘3 v
dexametasona (fig. 12, ocarril 2), se ve reducida ocasi a la
mitad en presencia de glucagdn o de dibutiril AMPo (fig. 12,
oarrileg 4 y 5). Este efecto inhibidor del glucagdén y el
dibutiril AMPc sobre la expresidén de la EM no depende de 1a
prepencia de insulina. Estos resultados estadn de acuerde ocon la
funcion del AMPo en la inhibiocidén de la transcripcidn del gen
de la EM, y sugieren que la transduccién de sefiales mediada por
la actividad fosforilativa de la protein gquinasa A juega un
papel en la regulacidén de la expresiodn de este gen
(Swierczynski y col., 1991).

Los nutrientes, desempefian una funcidén muy importante en la
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regulacién de la expresion de la EM en el higado de necnatos de
rata durante la transicidn laoctancia-destete (Perez-Castillo y
col., 1987) (Mann y col., 1991), asi como en los hepatocitos de
rata adulta en ocultivo primarioc (Mariash y ool., 1983). Esta
regulacién dependiente de los nutrientes es especifivca del
higado, puesto que no se observa en tejidos no hepdticos (Dozin
Y col., 1986). Por ello, se investigé la influencia de
diferentes fuentes de ovarbono en la induccidén precoz del RNAm
de la EM, tras 64 horas de cultivo en presencia o ausencia de
insulina, T3 ¥y dexametasona (fig. 13, panel izquierdo).

Como ya se ha oitado, la presencia de gluccsa 5 mM en el
medio de oultivo induce la acumulacién del RNAm de la EM a lo
largo del tiempo de oultivo (fig. 10, a y b). Sustratos como
glucosa 25 nM, lactato 10 mM junto ¢on piruvato 1uM, o
dihidroxiacetona 5 mM, también inducen la expresion génica de
la EM tras 64 horas de oultivo en medic sin suero (fig. 13,
sugtratos 2, 3 y 4). Entre ellos, la dihidroxiscgetona duplioca
la acumulacién del RNAm de la EM (fig. 13, sustrato 4), en
comparacidén gon los niveles del mismo obtenides con glucosa &
mM (fig. 13, sustrato 1}.

La combinacién de insulina vy TS’ aumenta 2 vegeas el dontenido
de RNAn de 1la EM en presenaoia de glucosa § mM o de
dihidroxiacetona en el medio (fig. 13, sustratos 1 y 4),
mientras que en medio con lagtato-piruvato, produce un aumento
de B veces del mismc (fig. 13, sustrato 3) en comparacion oon
los wvalores detectados en ausencia de hormonas (fig. 13,
sustratos 1, 4 vy 3). La dexametasona, potenocia los efectos de
la ingulina y la 'I‘3 en la acumulacién del RNAm de la EM en
presencia de glucosa 6 mM & 25 mM (fig. 13, sustrates 1 y 2).
§in embargo, eesta inducoion no se observa en presencia de los
sustratos lactato-piruvato o dihidroxiacetona, produciéndose

una disminuoién de la acumulacidén del RNAm de la EM en
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Fig. 13: Efecto de las fuentes de carbono sobre la induccidn
hormonal del RNAm de la enzima malica en oultivos primar:ios de
hepatocitos fetales. Los 'hepatocitos fetales se cultivaron
durante 64 horas en medio 199 ocon glucosa s5mM (sustrato 1),
glugosa 25 mM (sustrato 2), lactato 10 mM + piruvato 1 mM
{gpustrato 3) o dihidroxiacetona b nM (sustrato 4}, en presencia
o ausenoia de las hormonas indicadas en 1la figura {panel
izquierdo). En la figura también se muestra (panel derecha) la
valoracién del contenido de RNAm de la EM "in wvivo™ en
extractos hepdticos de neonatos de rata de 10 (N10) y 35 (N35)
dias y de adultos ayunados (48h)-realimentados (48h) (FRAd). En
ambos estudios, 20 pg de RNA total se sometieron a andlisis por
Northern-blot y se hibridaron ocon un 32p-oDNA especifico para
la ENM. En ambos 0asns el panel superior mnuestra la
autorradiografia de un experimento representativo vy el panel
inferior muestra la valoracidn densitométrica de la misma.
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comparacion ocon los valores detectados en ausencia de
dexametasona (fig. 13, sustratos 3 y 4).
Todos estos resultados, muestran que la inducoidén del RNAm

de la EM por insulina, T3 v dexametasona, depende también de la

fuente de o©arbono presente en el medio. En ausengia de
hormonas, la glucosa 5 & 25 mM, el lactato-piruvato, vy la
dihidroxiacetona, son capaces de producir una pequena
aoumulacion del RNAm de la EM tras 64 horaa de oultivo (fig.
13, panel izquierdo). Estd desorito que la glucosa vy los

metabolitos glucoliticos, son capaces de inducgir la actividad
egpegifica EM en cultivos primarios de hepatooitos adultos en
presencia de insulina (Mariash v ool{, 1983)., S8in embargo, los
datos aqui presentados, muestran que los carbohidratos pueden
indugir la acumulacién del RNAm de la EM independientemente de
la presencia o la ausencia de insulina u otra hormona en el
medio de ogultivo, siendo la dihidroxiacetona el mejor sustrato
para la inducoidon del RNAm de la EM en hepatooitos fetales de
20 dias.

Ya se habia demostrado que estas fuentes de carbono inducian
tanto la actividad especifica EM (Fabregat y col., 1989), oomo
la tasa de lipogénesis, en hepatocitos fetales de 22 dias
(Ronoero y ocol., 1989), y en hepatocitos adultos (Lorenzo vy
col., 1985), En oonseouencia, todos estos sustratos pueden
aumentar las necvesidades de NADPH para la sintesis lipidioa,
desencadenado la induogidn precoz de la expresidn del gen de la
EM como proveedora de NADPH.

En presengia de lagtato~piruvato, la insulina vy 1la T3
producen el mayor aumento de la expresaién del RNAm de la EM en
ausenocia de dexametasona (fig. 13, sustrato 3). Este dato, es
agoherente con el efecto estimulador que presentaba la insulina
sobre la tapa de lipogénesis de hepatocitos fetales aislados,

guando se afiadia lactato-piruvato al medio. Este efeoto no se

109



observaba cuando el sustrato utilizado era la glucosa b mM
(Roncero y ocol., 1989). Por tanto, quizds la insulina puede
inorementar la eficacia del lactato-piruvato como inductor de
la sintesis lipidica, y oomc resultado, se produce una mayor
expreaién del RNAm de la EM en el cultivo.

La presencia de dexametasona durante 64 horas, produce un
efecto permisivo en la inducoidn del RNAm de la EM por TS
osuando loe hepatocitos fetales ae ogultivan en presencia de
glucosa 5 & 25 mM (fig. 13, sustratos 1 y 2). 8in embargo, la
dexametasona no sinergiza con la insulina y la T3 puando loa
hepatogitos se ocultivan en presencia de lacgtato-piruvato o©
dihidroxiacetona como fuentes de carbono (fig. 13, sustratos 3
y 4). Luego el efecto de la dexametasona como potenciador de la
inducoién de la EM por TS’ parece que depende de la presencia
de glucosa en el medio de oultivo. La interacgoién entre T,,
dexametasona y glucosa en la expresion del gen de la EM, es
algo que todavia queda por establecer.

Por Gltimo, para investigar la influengia de las fuentes de
carbono y el estado hormonal en la expresién #"in vivo” del gen
de la EM hepatica, se determind la expresion del RNAm de la EM
en higado de neonatos de rata de 10 (lactantes) y 35 dias de
vida (destetados), asi ocomo en higado de ratas adultas
ayunadas-realimentadas. Los regultados muestran que el RNAm de
la EM no esta presente en el higado de ratas lactantes (fig.
13, panel derecho), perc aparece tras el destete, detectandose
una acunulacién de RNAm de la EM que constituye la mitad de la
encontrada en el higado de rata adulta ayunada-reulimentada
(fig. 13 , panel derecho).

La cantidad de RNAm de la EM expresada en los hepatooitos
fetales ocultivados en presencia de glucosa 25 mM vy bajo el
estimulo de insulina, T3 y dexametasona (fig. 13, sustrato 2),

eo similar al observade "in vivo" en el higado de necnatos de
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rata de 35 dias de vida (fig. 13, panel derecho), ya que estas
gondiogiones de ocultivo, simulan la situacidon nutriciconal vy
hormonal del neonato tras el destete (Mann y col., 1991).

1 RNAm de la EM de rata, presenta dos formas de 2,7 y 4,5
kb reapegtivamente, debido a la seleccidn de . lugares de
poliadenilacién alternativos (Morioka y wcol., 1989). Anbas
formas se enouentran en diferente proporoidén segun el tejido
{Dozin y ocol., 1985). Tanto en el higado de neonato de rata de
35 dias (fig. 13, panel derecho), como en el de rata adulta
ayunada-realimentada (fig. 13, panel derecho), se observa una
razén entre las formas de RNAm de la EM 2,7/4,5 kb de 4/1, lo
cual ooincide con lo ya descrito en la bibliografia (Mann vy
col., 1991). 8in embargoe, los hepatocitos fetales de rata
muestran una razén de 0,6/1 ouando la expresién del RNAm de la
EM es moderada (fig. 13, panel izquierdo). Esta razén es
bastante similar a la que se presenta en otras océlulas fetales
como los adipocitos marrones fetales (Valverde y col., 1992}, o
lags oé&lulas pulmonares fetales de rata (Batenburg y w©ol.,
1989) . Cuando la expresidén del RNAm de la EM es muy alta, como
en el caso de la induocidn ocon T, insulina y dexametasona en
medio con glucosa (fig. 18, sustratos 1 y 2), o ocon insulina vy
T, en medio con lactato-piruvato (fig. 13, sustrato 3), ambas
formas mnuestran una razon de 1,1/1, eimilar a la que 8e€
presenta en higado de rata hipertiroidea (Straity col., 1989}.

Por tanto, el cultivo de hepatocitos fetales de 20 dias en

presenocia de Ta, insulina y dexametasona, én medio suplementado

con gluocosa 5 mM, produce la expresion precoz del RNAm de la EM

‘ "y . "
hagsta niveles similares a los observados en neconatos "in vivo

Esta induccion del RNAm de la EM, es paralelo

en el oontenido de proteina vy actividad

tras el destete.

a un 1inoremento

especifica de la misma. La glucosa, y otra® fuentes de carbono

gomo el lactato-piruvato © la dihidroxiacetona, producen una
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acumulacién del RNAm de la EM en ausencia de hormonas. Mientras

que la T en medio con gluocea 5 mM, e€eg el principal induoctor

'
de la eipresic’m de 1la EM, 1la insulina tan s8olc ejerce un
pequeno efecto sinergistioco scobre esta inducoidén combinada con
T3. Sin embargo, en presendia de laotato-piruvato, la ineulina
vy la T3 producen el mayor aumento en la expresidn del RNAm de
la EM. La dexametasona tieme un papel permisiveo potenciandec la
inducoién del RNAm de la EM por Ta, independientemente de la
presencia de insulina. Este efeoto de la dexametasona, es
dependiente del tiempo (64 horas) y de la presencia de glucosa
en el medio. El glucagdn, y en mayor medida el dibutiril AMPo,
reprimen la expresidén del RNAm v la proteina EM inducida por T3
y dexametasana.

Paralelamente a eptos experimentos de inducoidén de 1la
expresidédn de la EM en hepatocitos fetales de 20 dias, se ha
realizado un estudio de la regulaocién de la expresidn geénica en
este sistema de otro enzima productor de NADPH, la glucosa
6~fosfato deshidrogenasa.

La glucosa é6-~fosfato deshidrogenasa (G6PD) es un enzima olave

en la regulacidén de la lipogénesis puesto que proporoiona
equivalentes reductores para una variedad de reaociones
bicsintéticas que incluyen la seintesies de 4oidos grasos. A
diferencia de la EM, el RNAm de la G&6PD es detectable en los
hepatocitus fetales de 20 dias tras €l aislamiento, al igual
que 8u adtividad enzimdtica especifica, que fue de 33 % 1,0
nJ/mg de proteina. En este sentido, el objetivo de este estudio
es la obtenoidén de datos para poder contrastar la influencia de
las hormonas y los agentes que aumentan los niveles de AMPo
intracelular 8sobre la expresién génica de dos enzimas
fundamentales en la sintesis hepdtica de acidos grascs, la EM v

la G&PD.,
Cuando se oultivan los hepatocitos fetales de 20 dias en
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medio suplementado con glucosa 5 mM en ausencia de suero vy
hormonas, la expresion del RNAm de la G6PD ya existente a las
16 horas, se va inorementando lentamente durante el tiempo de
oultivo en estas oondiciones, aloanzandose niveles 3 veces
superiores a las 64 horas (fig. 14, a v b}.

La insulina (40 nM) adicionada al medio, duplica el contenido
de RNAm de la G6PD en los hepatooitos tanto a las 40 como a las
64 horas de oultivo en presencia de la misma respecto a las
aélulas oontrol sin tratar (fig. 14, a y b),

La presencia de T, (1 pM) en el medio de oultivo, produce

ingrementos de 2, 3,;36 3,5 veces en la expresidén del RNAm de
la G6&PD tras 16, 40 & 64 horas de oultivo respectivamente
frente a las células control sin tratar (fig. 14, a y b).

Cuando se ocombinan la insulina y la TS’ tras 14 & 40 horas
de oultivo en presencia de ambas hormonas los niveles de RNAm
de la G6PD son equivalentes a los obtenidos en presencia
Unicamente de T3 (fig. 14, a y b). 8Sin embargo, tras &é4 horas
de oultivo, 8i que ve aprevia un efecto sinergistico entre
ambas hormonas en la acumulacion de RNAm de la GéPD,
aloanzandose unos niveles 4,5 veges superiores a los obtenidos
tras 64 horas de oultivo en ausencia de hormonas (fig. 14, a vy
b).

La adicién de dexametasona (100 nM) al medio, es ocapaz de
inhibir ocasi totalmente la expresidn génica de la G6PD tras 64
horas de cultivo en presencia de glugosa 5 mM y en ausencia de
suero y hormonas (fig. 15). De manera semejante, la presencia
de dexametasona inhibe ocaei por completo la acunulacidn del
RNAm de la G&PD estimulada por la insulina tras 64 horas de
oultivo (fig. 15). Asimismo, ocuando ademas de T3 ae afade al
medio dexametasona, se produce una reducoidén de un 55 % en el
aumento de la expresion del RNAm de la G6PD producido por 'I‘:3

trae 64 horas de ocultive (fig. 15). Igualmente, la inducaidn de
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Fig. 14: Expresién del RNAm de 1la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa en ocultivos primarios de hepatocitos fetales:
Efecto de la insulina y la triiodotironina. lLos hepatooitos
fetales se cultivaron durante 16, 40 & &4 horas en medio 199
con gluocosa b mM como fuente de oarbono en presencia o ausencia
de insulina (INS 40 nM), triiodotironina (T, 1 uM) o la
sombinacidon de ambas, como se indica en la figura. El RNA total
(20 pug) se sometid a andlisis por Northern-blot y se hibridd
oon un 32?2P-gDNA especifico para la GéPD; a) la figura muestra
la autorradiografia de un experimento representativo.
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Fig. 15: Expresion del RNAm de la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa en hepatocitos fetales en ocultivo primario:
Efecto de la dexametasona. Las oélulas se cultivaron durante
16, 40 & 64 horas en medio 199 oon glucosa 5 mM,
triiodotironina (T, ¢ puM), insulina (IN8 40 nM), o 1la
cgombinacidén de ambas, en presencia o ausencia de dexametasona
(DX 100 nM), gomo se indica en la figura. El RNA total (20 HE)D
se sometid a andlisis por Northern-blot y se hibridé ocon un
32P~-oDNA especifico para la G6PD; en el panel superior se
muestra la autorradiografia de un experimento representativo vy
en el panel inferior se muestra el analisie densitométrico de
la misma.
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la expresién génica de la G6FD producida por la presencia
conjunta de 'I‘3 e insulina tras 64 horas de cultivo, se ve
reducida en un 67 % por la presencia de dexametascna (fig. 1B).

Los niveles de RNAm de la G6PD observados en presencia de
dexametasona vy T:3 traa 64 horas de ocultive (fig. 15}, se ven
disminuidos en un 54 % por la adicién de glucagdén 1 pM al
aultivo (fig. 146) . Si en vez de glucagobn se afiade
dibutiril-AMPa (0,5 mM), la disminuoidén gue se produce es mas
dréstica y del orden de un 90 % (fig. 16).

Cuando se estudia la influencia de las diferentes fuentes de
carbono en la acumulacién del RNAm de 1la G6PD en  los
hepatooitos fetales, no se observan diferencias significativas
entre los niveles detectados con los sustratos glucosa 5 & 10
mM, dihidroxiacetona 5 mM & lactato 10 aM junto ocon piruvatoe 1
mM (resultados no mostrados).

El aumento de la expresidén génica de la G6PD en hepatooitos
de 20 dias oultivados en medio sin suero suplementado o¢on
glucosa 5 mM en ausencia de hormonas, podria estar relacionado
gon el metabolismo de los carbohidratos y su posible influencgia
en la expresidén de la G&PD. 8in embargo, parece ser que la
transcripoién de la G6PD depende en mayor medida de las
proteinas que de los ocarbohidratos (Fukuda y w©ol., 1987). En
este pentido, en los hepatocitos adultos en cultivo, esta
desorito que los carbohidratos por ai{ solos no son capaces de
afectar a la expresidén de la G&6PD (Manos ¥ col., 1991). Al
mismo tiempo, la simple presencia de amninoadcidos esenciales en
el medio es capaz de induogir la expresién de la G6PD en los
hepatocitos adultos a lo largo del tiempo de cultivo (Fukuda vy
gol., 1987). Luego quizas la evoluoidén oreciente del RNAm de la
G6PD a lo largo del oultivo se deba en gran parte a los
aminoacidos que forman parte del medio 199,

Como se ha desorito, ocuando 8e gultivan 1los hepatocitos
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Fig. 16: Expresion del RNAm de la glucosa 6é~foafato
deshidrogenasa en hepatocitos fetales en ocultivo primario:
Efecto del glucagén y el AMPc. Las gdédlulag se cultivaron
durante 16, 40 6 64 horas en medio 199 ogon gluocosa 5 mM,

triiodotironina ('1‘3 1 pM) y dexametasona (DX 100 nM) en

presencia o ausencia de glucagon (GLN 1PM) o dibutiril AMPo
(BtzoAMP 0,5 mM), como se indica en la figura. El1 RNA total (20
pg) se sometid a andlisis por Northern-blot y se hibridd con un
SZP-GDNA. especifico para la G6PD; en el panel sguperior se
muestra la autorradiografia de un experimento representativo vy
en el panel inferior se muestra el andlisis densitométrioco de

la misma.
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fetales de 20 dias en un medio suplementado con glucosa 5 mM en
ausencia de suero fetal, la presencia tanto de insulina oomo de
TB por separado producge un aumento de la expresidn génica de la
G46PD ya existente en ausencia de hormonas.

El efecto de la insulina como inductor del contenido de RNAm
para la G&6PD, se habia descrito ya para los hepatocitos adultos
de rata en cultivo primario (Fritz y ool., 19863, Ademdas, en
estudios anteriores en este mismo sistema, se afirmaba que la
insulina inducia no sdlo la expresidn de la G6PD sino también
la lipogénesis (Nakamura vy <©ol., 1982) . Los resultados
expuestos, muestran que en los hepatocitos fetales la insulina
produce un inoremento de dos veces en el contenido de RNAm para
la G6&PD tras 40 y 64 horas de ocultivo frente a las céluias
control sin tratar (fig. 14, a y b). Esta observacidn, sugiere
que la G6PD puede estar contribuyendo a la produocion del NADPH
requerido para haocer frente al eatimulo de la sintesis de
lipidica producido por la insulina. En otras células fetales
como los adipooitos marrones de rata, la insulina también es
capaz de aumentar la expresidén génica de la G&PD (Valverde Yy
col., 1992).

La presencia de T3 en el gultivo produoe un aumento en el
csontenido de RNAm para la G&PD tras 64 horas caei dos veoges
superior al producido por la insulina (fig. 14, a y b). Este
efeocto de la T3 en los hepatocitos fetales oontrasta oon la
ausenocia de efeoto sobre la expresion de la G6PD desarita por
algunos autores en oultivos de hepatocitos adultos (Nakamura vy
ool ., 1982) (Yoshimoto y col., 1983b), pero conouerda con otros
estudios en los que 8i se le atribuye un papel a la T3 en la
inducoidn de la expresidén de la G&6PD, tanto "in vivo" (Miksicek
v ool., 1982) como "in vitro" (Spence Yy col., 1982). Asimisemo,
en los adipocitos marrones fetalee de rata la T3 tampogo es

capaz de modificar la expresidén de la Gé6PD (Valverde y ool.,
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La mdxima induccidén de la Gé6PD en los hepatocitos fetales se
obtiene tras 64 horas de oultivo en presenaia de T3 e insulina
(fig. 14, a y b). En este siatema, la ‘1‘3 v la insulina aoctuan
de manera sinergica sobre la acumulacidn del RNAm de la G6PD.
Este efecto, podria ser comparable a 1o que oocurre en los
oultivos de adipocitos marrones fetales, donde la TS ed ogapagz
de aumentar el efecto estimulador de la insulina sobre la
expresion del RNAm de la G&PD (Valverde vy ool., 1992). Sin
embarge, en los estudios de hepatocitos adultos este sinergismo
no se ha desorito. Dado que tanto la IS goma la insulina sgon
gapaces de inducgir la expresidén génica de la G4PD por si solas,
se sugiere que ambas hormonas ejercen su efecto por mecanismos
diferentes ocon un objetivo oomin, de tal manera que al
aombinarlas sus efeotos son aditivos.

La dexametasona presenta un efecto negativo sobre la
induccidén de la expresidén génica de la G&PD en los hepatocitos
fetales (fig. 15). En este sentido, es ocapaz de inhibir casi
totalmente la aocoumulacidén del RNAm de la G&6PD que se produce en
ausencia de hormonas o en presencia de insulina (fig. 15), Sin
embargo, la dexametasona en presenocia de T3 o de insulina junto
con T3, aunque reduce a menos de ia mitad los niveles de RNAm
de la G6PD, no es ocapaz de inhibir completamente su efeocto
(fig. 15). La aoccidén inhibitoria de la dexametasona en este
sistema, no tiene semejanza con su ocomportamiento en otros
sistemas. Asi, en oultivos de hepatocitos de rata adulta
ayunada, la dexametasona produce un aumento en los niveles de
RNAm de la G6PD (Fritz y ocol., 1986).

En cuanto al papel del glucagdn sobre la expresién del RNAm
de la G4PD en los hepatoogitos fetales, se observa que es ocapaz
de reducir en un 50 % la acumulacidén del mismo que se detecta

en presencia de 'I‘3 y dexametasona tras 64 horas de oultivo
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(fig. 16). 8i en estas mismas condiciones, se afiade dibutiril
AMPo en lugar de gluocagdn, la disminucién de los niveles del
RNAm de la G&4PD es mucho mayor, gquedando su expresion reducida
a un 10 % de los niveles obtenidos en presencia nicamente de
TB vy dexametaesona (fig. 16). Estos datos contrastan una vez maes
oon los descoritos para los hepatocitos adultos, donde el
glucagdn no afecta a la expresidén génica de la G&PD (Yoshimoto
v col., 1983b3.

Dada la importancia del higado en la lipogénesis durante el
periodo perinatal, resulta muy interesante el estudio
comparativo de la expresidén en los hepatocitos fetales de 20
dias de estas dos enzimas lipogénicas clave, la EM y la G6PD.

Como se ha desorito, la expresién geénica de la EM se puede
inducir precézmente en estas océlulas tras 40 & 64 horas de
cultivo en medio suplementado ocon glucosa 5 mM en ausencia de
hormonas. Por su parte, el RNAm de la Gé&PD esta presente ya an
1os hepatocitos fetales tras el aislamiento, y sus niveles sae
jnorementan a lo largo del tiempo de cultivo en las mismas
cgondiociones.

En los hepatocitos fetales, la insulina tiene un efecto
inductor muy pobre sobre la expresion del RNAm de la EM. Sin
embargo, la presencia de insulina en el medio ouadruplica los
niveles de RNAm de la G6PD tras 64 horas de cultivo. Por 1lo
tanto, la presencia de la insulina gola en el oultive afecta en
mayor medida a la expresidén génica de la G6PD que a la de la
EM,

La ’I‘3 se presenta gomo un importante indugtor tanto de la
expresidn precoz de la EM como de la expresion de la GéPD en
los hepatocitos fetales. Cuando se combina la insulina ocon la
‘I‘3 se produge un efecto sinergistico en la inducoidn de la

expresidén de los RNAm de ambos enzimas, siendo mas importante

el efecto aditivo en el caso de la G6PD.
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LLa presencia de dexametasocna €n el acultivo, scompanada ¢ no
por insulina, produge en los hepatoocitos fetales una
disminuoidn de los niveles de RNAm de la EM, y en mayor medida,
del RNAm de la G6PD. Sin embargo, en presencia de T3 v un medio
glucosado, la dexametasona produce la maxima induccidén de la
expresidn del RNAm de la EM, mientras que reduce a la mitad la
expresioén del RNAm de la G6PD. Ambos efeotos son independientes
de la presencia o ausencia de la insulina junto con la T3 y la
dexametasona. Luego el papel permisivo de la dexametasona en la
inducaién de la expresidén génica de la EM en presencia de TB'
no se reproduce en el caso de la G&PD, aunque la preasencia de
Ts,
exXpresion.

El efecto inhibidor del glucagon y del dibutiril AMPo sobre
los niveles de expresién de los RNAm de la EM y la G&PD en

modera el efecto negativo de la dexametasona sobre su

presencia de dexametasona y T, e8 de una magnitud ocomparable
en ambos casos.

En oconclusidén, en los hepatooitos fetales de 20 dias en
gultivo, la induocion de la expresién de la EM y la G6&PD en
regpuesta a insulina, T3, dexametasona, y sus ocombinaoiones,
plantea significativas diferencias en su regulacién de caracter
cualitativo y cuantitativo. Estas diferencias en su regulacidén
pueden justificarse con el hecho de que aungue ambas enzimas
estén implicadas en la produccion de NADPH necesaria para la
sinteeis de 4oidos grasos, mientras que la EM se dedica
integramente a esta tarea, la G&6PD tiene ademds una funoidn en
el aporte de ribosas fosfato necegaric para la sintesis de

Acidos nucleiocos.

122



4.3 EXPRESTON DE LA G&PD, LA PEPCK Y LA EM EN CONDICTONES
PROLIFERATIVAS Y NO PROLIFERATIVAS

Los experimentos que se detallan & gcontinuaoidn, se
realizaron cultivando hepatocitos fetales de 20 dias de
gestacidn a una densidad celular baja (2,5 x 10& oélulaa/omz)
durante 64 horasgs en presencia oonstante de dexametasona y de
diversas combinacicones de agentes de ocomprobada accibdn
inductora de la proliferacidn o bien de la maduracién en estas
células. Se trataba de oconocer odémo se veia afectada la
exXpresidon de las enzimas G6PD, PEPCK y EM por los agentes
madurativoe en un medio suplementado con agentes mitogénicos.
Las variaciones en la expresidén de la G&6PD se interpretaron
conc marcadores del estado proliferativo de las células en oada

oondicidén,
4.3, 14

La G6PD es una enzima que participa en la produocidén de
ribosas fosfato para la sintesis de DNA. Su expresién en las
condiciones de proliferaciéon va desoritas, gonstituye un
posible margador enzimadtico implioado en el estado
proliferativo de los hepatooitos fetales.

Tréds 64 horas de oultivo en medio suplementade oon
dexametasona y en presencia o ausencia de otras hormonas o
faotores de crecimiento, los hepatocitos fetales se recgogiercn
para la determinacidén de la actividad enzimatica especifica
(tabla 5) y el contenido de RNAm de la G6PD (fig. 17),

La aoctividad especifica G&PD inicial de los hepatoocitos

fetales justo despues de su aislamiento es de 33,3 % 1,0 mU/mg
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de prot. (tabla 5), pero tras 64 horas de cultivo en un medio
gin suero en presencia uUnicamente de dexametasona {aélulas
quiesocentes), la actividad decaé a 23,8 t 2,2 mU/prot. (tabla
5). Sin embargo, cuando el medio se suplementa oon suero fetal
al i0 % durante las 64 horas de oultivo (celulas
proliferantes), las océlulas presentan una actividad G&6PD de
34,8 * 2,0 mU/mg de prot. similar a la de los hepatooitos
recién aislados (tabla 5).

El oultivo de los hepatocitos fetales en pregenoia de
gluocagdon no modifioca prédcticamente la actividad G&6PD respeocto
de las océlulas sin tratar (tabla 5). Por otro lade, la
presenoia de IBMX y forscolina en el medio produce inaluso una
disminucidn en la actividad G6PD frente a las océlulas oontrol
Ctabla §). El andlisis del RNAm de la G6PD en estas oélulas que
se mantienen guiesventes en respuesta al tratamiento oon
gluoagén o con IBMX y forscolina muestra unos niveles de
expresidén de la G6PD méds bajos, sobre todo en el ocaso de las
océlulas tratadas oon IBMX y forscolina (fig. 17, a y b), que
108 obtenidos en los hepatooitos qua'sa encuentran en estado
proliferativo por la presencia de suero fetal al 10 % (fig. 17,
a y b,

La combinacién del glucagdn con insulina no produce tampoco
un aumento significative ni de la actividad espevifica G6PD
(tabla 5), ni del nivel de RNAm de la misma (fig. 17, a y b).
Por tanto, la respuesta proliferativa de los hepatooitos
fetales a la insulina en este sistema es muy pobre, puesto que
no es ocapaz de producir un aumento en la expresidén de la G&PD
como ocurre en los hepatooitos adultos (Manos y col., 1991).

La presencia de EGF junto ocon glucagdn, seclo o con insulina,
produge un aumento de 2,5 veoes en la actividad especifioca GéPD
(tabla 5) y de 2 veces en el contenido de RNAm de la misma

(fig. 17, a vy b}, en gomparacién con oceélulas cultivadas en
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AEE_G6PD ABE_PEPCK

Adiciodn (mU/mg prot) (mU/mg prot)
Control ...................... 23,8 = 2,2 5,0 £ 1,0
Glucagén (1 uM) .............. 20,0 t 2,2 17,8 * 1,2
Glucagdn

+ BGF (3,3 nM) ............. 48,7 t 2,2 4,2 * 0,4
Glucagdn

+ Insulina (40 nM) ........ . 26,2 t 3,8 13,2 £ 2,3
Glucagon

+ Insulina + EGF ........... 51,6 £ 4,9 2,5 £ 0,3
Forsocolina (10 pM)

+ IBMX (50 pM)y L 16,0 £ 2,0 19,5 * 2,0
Forsoolina

+ IBMX + EGF ............... 28,5 t 3,0 26,0 * 3,0
Suero fetal 10 % ............. 34,8 t 2,0 4,8 £ 1,2

Tabla 5: Efecto de las hormonas y los factores de crecimiento
sobre laas acotividades G6PD y PEPCK en ocultivos primarios de
hepatocitos fetales. Las células se cultivaron durante 64 horas
en medio 199 suplementado con dexametasona (100 nM) y wvarias
hormonas y factores de orevimiento. Las actividades enzim&ticas
espeoificas se determinaron al final del tiempo de cultivo. Los
resultados son las medias * SEM (n=10-1%) y se expresan ocomo
mU/mg de proteina. La aogtividad especifica G6PD previa al
ocultivo era de 33,3 t 1,0 wU/mg prot., mientras que la

actividad espevifica PEPCK era indetectable.
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Fig. 17: Efecto de las hormonas y los factores de crecimiento
sobre la expresion del RNAm de la G6PD y la PEPCK en cultivos
primarios de hepatooitos fetales. Las oelulas se oultivaron
durante 64 horas en medio 199 suplementado con dexametasona
{100 nM) y en presencia de glucagén (1 uM) (carril 1), glucagon
+ BEGF (3,3 nM) (carril 2), glucagdn + insulina (40 nM) (carril
3), glucagdn + ineulina + EGF (carril 3), forscolina (10 pM) +
IBMX (50 pM) (oarril 4), forsocolina + IBMX + EGF (ocarril 5) vy
suero fetal al 10 % (ocarril 6). El ocarril A ocorresponde al RNA
de higado de rata adulta ayunada 48 horas. E1 RNA total se
sometid a andlisis por Northern-blot y se hibridé ocon *2P~cDNAs
especificos para la G6PD, la PEPCK y la 8,-microglobulina
(normalizacion); a) la figura mueatra la autorradiografia de un

experimento represgentativo,
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ausencia de dicho factor (tabla 5, fig. 17, a y b). Sin
embargo, la presencia de IBMX y forscolina oonjuntamente oon
EGF, es capaz de anular el efecto inducotor del mismo sobre la
actividad (tabla 5) v el contenido de RNAm de la G6PD (fig. 17,
ay b), de tal manera que anmbos pard&metros permanecen al mismo
nivel que en células quiescentes (tabla 5, fig. 17, a y b).

En todas las ocondiciones estudiadas, los RNAs se hibfidaron

cgon la B -micoroglobulina para la normalizacidn del contenido de

RNA tota? de las muestras. En este sentido, se observd que los
hepatocitos adultos expresan dos isoformas dea RNAm de
Bz-microglobulina mientras que 1los hepatogitos fetales adlo
expresaron una de ellas (fig. 17a).

De aocuerdo oon estos datos, los hepatocitos fetales
quiescentes muestran una baja expresion de la G&6PD, mientras
que los hepatoocitos proliferantes mantienen una alta expresién
de G4PD. Por tanto, se sugiere que la G&PD juega un papel en la
sintesis de DNA en los hepatooitos fetales en crecimiento, como
lo hace en el ocaso de log hepatocitos adultos en cultivo

(Yoshimoto y ovol,, 1983&).

43,2 E . PEPCEK

Simultaneamente al estudio de la G6PD, sge investigd la
expresién de la PEPCK, una enzima de expresidn postnatal que
puede inducirse preagdzmente por hormonas, ocomo un posible
marcador de la maduraoidén de los hepatoaitos fetales.

Como en el caso anterior, tras 64 horas de ocultivo en medio
s8in suerc y en presencia de dexametasona, se recogieron las
células para la determinacidén de 1la actividad enzimdtica
especifica (tabla 5) y el contenido de RNAm (fig. 17) de 1la

PEPCK.
En los hepatocitos recién aislados no se detecta actividad
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especifica PEPCK. 8in embargo, tras 64 horas de ogultivo en
medio s8sin &sueroc y en presencia de dexametasona (celulas
gontrol), se encuentra una actividad especifica PEPCK de 5,0 t%
1,0 mU/mg de proteina (tabla §),

Las ceélulas oultivadas en medio suplementadoc con suero fetal
al 10 %, presentan una baja actividad enzimatioa PEPCK de 4,8 %
1,2 mU/mg de proteina (tabla 5), eguivalente al wvalor de la
actividad en las ¢élulas control sin tratar, Asimismo, el
contenido de RNAm de la PEPCK en estas condiciones es reduocido
(fig. B).

LLa presencia de glucagdn en el medio de cultivo produge un
inoremento de 3 veces en la actividad espeocifica PEPCK (tabla
5) en ocomparacién oon las células control (tabla 5).
Paralelamente, el estudic del RNAm de la PEPCK en eétae
condiciones muestra un alto nivel de expresion de la misma en
respuesta al glucagon (fig. 17, a v b,

Cuando se afhade al medio de oultivoe insulina junto oon
glucagdn, se produce una disminucién de un 20 % tanto en la
agtividad especifica PEPCK (tabla 5) ogomo en los niveles de
RNAm de la misma (fig. 17, a y b) frente a los induvtidos por el
glucagén en solitaric (tabla 5§, fig. 17, a y b). Luego, el
aonooido efecto supredgor de la insulina sobre la expresidén de
la PEPCK desorito para los hepatocitos adultos (Christ y wol.,
1988), no se observa en 1los hepatooitos fetales en este
gistema. Como ya se ha gitado, la causa del pobre efecto de 1la
insulina en este sistema puede sBer una imnmadurez en el
mecanismo postregeptor (Menuelle y col,, 1991).

El ocultivo de 1los hepatogitoe fetales en presencia de
forscolina junto con IBMX, produce un aumento de 4 veces en la
actividad especifioca PEPCK (tabla 6), y una alta expresidn del
RNAm de la misma (fig. 17, a y b) en ocomparacgién con las

oélulas control no tratadas (tabla 5, fig. 17, a y b).
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Por tanto, los hepatocitos quiescentes gultivados en
presencia de glucagdén, gluoagdn junto con insulina o IBMX junto
con forscolina, muestran un alto nivel de expresion de PEPCK
que aloanza un 50 % del encontrado en el higadoe de ratas
adultas ayunadas 48 horas (fig. 17a).

La normalizacidén del RNA total de las muestras se realizo
por hibridaasion ocon Bz-microglobulina {fig. 17a}).

La presencia de EGF junto con glucagdén, con o sin insulina,
produce una drastica inhibicidn de la expresidén de la PEPCK que
inducia el gluocagdn, observandose una actividad especifioca
(tabla 5) y un contenido de RNAm (fig. 17, a vy b) de la PEPCK
muy bajos. Este heocho podria explicarse por la paulatina
pérdida de sengibilidad de los regeptores tipo
adenilato-ciclasa (receptor del glucagdn) por sus sgonistas
(glucagdén) provocada, por log mismos agonistas, y por la
presencia de activadores de la protein quinasa C, como es el
caso del EGF (Iizuka y ool., 1991).

De acuerdo don estos datos y los expuestos anteriormente
para la expresidén de la G6PD, los hepatocitos fetales en los
que se ha inducido 1la proliferacidon por EGF, muestran una
elevada expresidn de la Gé6PD mientras que la expresion de la
PEPCK se ve drédsticamente reducida, lo ocual indica que
probablemente la magquinaria ocelular esta ehvuelta en mantener
la proliferacion oelular. Por tanto, en estas oondiociones
experimentales, se observa una relacién inversa entre la
expresién de la G6PD y de la PEPCK en los hepatocitos
proliferantes.

Sin embargo, la presencia de BGF junto ocon IBMX y forscolina
produjo una actividad especifica (tabla ) y un contenido de
RNAm (fig. 17, a y b) de la PEPCK altos en comparacion con las
sélulas oultivadas en presencia de EGF y glucagdon (tabla 5,

fig. 17, a y b). Al pareger, en presencia de aotivadores de la
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protein guinasa C, la forgcolina induce una acoumulagion de AMPo
intracelular adicional, de mayor grado ocuanto mayor 8&4a la
acumulacion de AMPc iniecial (Iizuka y ool., 1991). En estas
condiciones, la elevacidén de los niveles de AMPo producida por
IBMX v forscolina en presencia de EGF, actua de manera negativa
sobre la induccoidon de la proliferagidén y de la expresidén de la
G4PD producida por el EGF en los hepatoocitos, mientras que
favoreoe el mantenimiento de unos aitos niveles de expresidn de
la PEPCK. Luego se observa de nuevo una relacidn inversa entre
la expresién de la G&PD y la PEPCK, perc esta vez, en

hepatocitos quiescentes.

4.3.3 Exgresién de la EM

En los hepatocitos de rata adulta en ocultivo primario, la
induccidén de la actividad especifica EM producida por insulina
Yy T3, ge ve fuertemente asuprimida por la presendia de EGF
(Yoshimoto y ocol., 1983a).

Para estudiar el efecto del EGF en la expresion del gen de
la EM en hepatocitos fetales, se ocultivaron los hepatogitos
durante 64 horas en presencia de TS’ dexametasona e ineulina,
en un medio sin suero suplementado ocon glucosa 5 mM.

En estas condiviones, la incorporacidén de 3H-timidina en las
oguatro udltimas horas de oultive es 2,5 veoeas superior en
presencia de EGF (tabla 6) con respecto a muestras control
mantenidas en ausencia de EGF {tabla &4). La presenocia adiocional
de insulina no modifioca gignificativamente este resultado
(tabla 6).

gin embargo, la presencia de EGF en el medio de oultivo,
suprime la acumulacién del RNAm de la EM inducido por T3 Y
dexametasona, independientemente de la presencia de insulina en

el medio (fig. 18, panel guperior e inferior). Este efecto
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Tncorporacion de 3H-timidina

{(porgentaje)

Adicion —— EGF (3,3 nM)

I+

Dexametasona + 'I‘3 ................. 100 243 15

Dexametagsona + TS
+ INBULING - . ..o v vt e 108 * 30 256

14+

22

Tabla 6: Bfecto del EGF sobre la incorporacidén de SH—timidina
en hepatocitos fetales de rata en oultivo primario en
condiciones de induccién de la EBM. Las célulag se ocultivaron
durante 64 horas en medio aon glucosa 5 mM suplementado con
dexametasona (100 nM) y Tg, (1 pM) en greeenaia o ausgencia de
insulina (40 nM). La incorporacion de “H-timidina se midid en
las 4 Gltimas horas de cultivo. Los resultados son las medias £
SEM (n=4) y estan expresados oomo porcentaje de la
incorporacion en las aélulas ocontrol en ausencia de EGF e

insulina.
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Fig. 18: Efecto del EGF sobre la expresion del gen de la enzima
malica en hepatocitos fetales en cultivo primario. Las océlulas
ge ¢ultivaron durante 464 horas en medio 199 ocon glucosa 5 mM en
presencia de dexametasona (DX 100 nM) y triiodotironina (T,
1uM), y en ausenoia o presencia de EGF (3,3 nM) e insulina (INS
40 nM), como se indica en la figura. E1l RNA total (20 pg) se
gometio a andliesis por Northern-blot y ge hibridéd ocon dos
3I2p-gDNA especificos para la EM (panel superior) y para la
B=actina (panel gentral) respectivamente. En el panel inferior
se muestra la valoracidn densitométrica de la autorradiografia
de la EM.

ME mRNA levels
(arbitrary units)

i —
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negativo del EGF sobre la expresion génica de la EM es
especifico, puesto que la expresion del gen de la B-~actina
practicamente no varia en ninguna de las condicicnes estudiadas
(fig. 18, panel ogentral), vy se asemeja, al que produce egte
mismo factor sobre la inducoidn del RNAm de la PEPCK por
glucagdn y dexametasona desorito anteriormente, reforzando la
idea de que la proliferacidén y la diferenciaciéon son prooesos

regulados de una manera inversa.

DISCUSION FINAL

Todos los resultados desoritos demuestran que los
cultivos primarios de hepatooitos fetales de rata de 20 dias de
gestacidén son un valioso sistema para el estudic "Iin vitro” de
la regulacidén de la proliferacidén y la diferenciacidén celular,

Comoc se ha visto, los hepatocitos fetales son unas océlulas
capaces de proliferar en oultivo primarico en respuesta a
factores de crecimiento y al suero fetal. Cuando se encuentran
a bhajas densidades ocelulares en presencia de EGF en el medio,
las células abandonan la fase GO/G1 ¥y 8e indgdorporan al aiala
celular. En este momento, la oélula requiere un aumento del
aporte de pentosas fosfato para la sintesis de DNA, 1lo ocual
provoca una induccidén de la expresidn de la enzima limitante de
su proceso de sintesis, la G6&FD.

Por otro lado, también se ha mostrado como los hepatoocitos
fetales pueden diferenciarse en el cultivo adquiriendo
capacidades funcioconales propias de las vélulas de higado de
organismos adultos maduros. Tal es €l caso de las enzimas PEPCK
v EM, dos enzimas de apariocidn postnatal cuya puesta en marcha

es fundamental para la supervivendia del neonato, la PEPCK como
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enzima limitante de la gluconeogénesis y la EM como enzima
generadora de poder reductor para la sintesis de dcidos grasos.
Asi, cuando se cultivan los hepatooitos fetales a altas
densidades celulares en presencia de ciertas hormonas vy
sustratos, éstos permanecen en la fase GO del cioclo delular ¥
se diferencian en el ocultivo induciéndose la expresion de
dichas enzimas. La presencia conjunta de agentes que aumentan
los niveles de AMPc y de dexametasona, produce la acunulacion
del RNAm de la PEPCK , alcanzandose niveles de expresidn genica
del orden de los encontrados en higado de rata adulta ayunada.
Por su parte, la expresién de la EM se induce por la presencila
en el oultivo de TS, insulina y dexametasona eﬁ un medio
suplementado con gluacsa, alcanzandose niveles de RNAm de la EM
similares a los encontrados en higado de neonatos tras el
destete. En este sgentido, 1la expresidn de la G6&6PD, aumenta en
presencia de T3 e insulina. En estas oondiciones, 8e ve
favoreaida la lipogénesis hepatica, y en respuesta al aumento
del requerimiento de equivalentes reductores para la sintesis
de dcidos grasos, aumenta la expresidn tanto de la G6PD como de
la EM.

Finalmente, en los hepatooitos fetales que han abandonado la

fasge GO/G1

gsustratos no son capaces de produoir la expresidén precoz de la

y proliferan en respuesta al EGF, las hormconas y loa

PEPCK v la EM. Por tanto, genes oOmo la PEPCK o la EM, que
pueden ser expresados precdzmente en hepatocitos fetales
quiescentes por estimulos espeocificos, no se expresan en
células que proliferan en respuesta a EGF, siendo la G6PD la
Uinioca que se expresa en ambas condiociones por su papel dual en

l1a proliferacion y en funciones caracteristicas hepaticas.
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V.~-CONCLUSIONES



L

Los hepatocitos fetales de 20 dias cultivados a baja
densidad celular proliferan en respuesta al EGF y al suero
fetal produciéndose un aumento en 1a sintesis de DNA v en la

proporcidén de células en fase 8 del ciclo celular.

Los hepatooitos fetales cultivados a alta densidad celular,
gon capaces de exXpresar precdzmente genes caracteristicos
del estadio adulto como la PEPCK y la EM en respuesta a

estimulos hormonales especificos.

La expresion del RNAm de la PEPCK en los hepatooitos
fetales puede inducirse a corto plazo en presencia de IBMX vy
forscolina, y a largo plazo, por la combinacién de glucagon
y dexametasona. La insulina presenta un ligero efecto

inhibidor sobre dicha inducoién.

El cultivo de los hepatooitos en presenaia de T3, inaulina y
dexametasona en un medio suplementado oon glucgosa 5 mM,
produce la expresidn precoz del RNAm de la EM siendo la T3
el prinoipal inductor. Esta inducoién es paralela

a un incremento en el contenido de proteina y aotividad

especifica EM.
La glucosa, y otras fuentes de carbono como el

lactato-piruvato vy la dihidroxiacetona, pueden induoir la

expresion geéenica de la EM en ausencia de hormonas.
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La insulina v la 'I‘3 individualmente son importantes
inductores de la expresidén del RNAm de la G6PD en los
hepatooitos fetales, y al combinarlas, presentan un efecto
sinérgioco sobre dicha induocién. Este efeoto se ve

fuertemente reducido en presencia de dexametasonsa.

La presencia de glucagodon, y en mayor medida de
dibutiril-AMPo, reprime la induceion de la expresion del

RNAm v la actividad especifica EM y G6PD.

Los hepatooitos que proliferan en regpuesta al EGF muestran
un alto nivel de expresién génica de la G6PD, mientras que
la induocidén hormonal de la expresidén de la PEPCK vy la EM se

ve fuertemente reprimida en estas condiciones.
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