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ABREVIATURAS

cAMP = AMP ciclico.

ATP = Adenosin §’'-trifosfato.

BSA = AlblUmina de suero bovino (Bovine Serum Albumine).
CDNB

l-cloro-2,4-dinitrobenceno.

DMEM = Dulbecco’s modified Eagle medium.
DMSO = Dimetil sulféxido.
DTNB = Acido 5,5/-ditiobis 2-nitrobenzoico.

DTT = Ditiotreitol.

EDTA = Acido etilen-diamino~-tetracético.

EGF = Factor de crecimiento epidérmico.

EGTA = Acido etilen-glicol-bis (f-amino etil eter
N,N’tetracético).

Fru(2,6)P, = Fructosa 2,6-bisfosfato.

GSH = Glutation reducido.

GSSG = Glutation oxidado.

HEPES = Acido N-2-hidroxietil piperazin-N’/-2-etanosulfdnico.

HGF = Factor de crecimiento de hepatocitos.

NAD* = Nicotinamida adenina dinucleétido.

NADP' = Nicotinamida adenina dinucleétido fosfeorilado.

PBS = Tampdén fosfato salino (Phosphate Buffer Saline).

Pi = Fosfato inorgénico (Po}*).

PIPES = Acido 1,4-piperazin-dietil-sulfénico.

PKA = Proteina gquinasa A.

PKC = Proteina quinasa C.

PMA = Forbol 12-miristato-l13-acetato.

PPl = Pirofosfato inorginico (P,0.%).

8DS = Docecil sulfato sédico.

TAM = Tioacetamida.

TBA = Acido tiobarbittrico.

TCA = Acido triclorocacético.

TNB = Acido 5-tio 2-nitrobenzoico.



ENZIMAS

GGT = Gamma-glutamil transferasa (gamma-glutamil-péptido:
aminodcido gamma-glutamil transferasa, EC 2.3.2.2.).

GK = Glucoquinasa (ATP: D-glucosa 6-fosfotransferasa, EC
2.7.1.2.).

GOT = Glutamato oxalacetato transaminasa, EC 2.6.1.1.

GPa = Glucdgeno fosforilasa a (alfa-1,4~-glucan. ortofosfato

I

glucosil transferasa, EC 2,4.1,1.).
GPT = Glutamato piruvato transaminasa, EC 2.6.1.2.
GST = Glutation S-transferasa, EC 2.5.1.18.
ICD = Isocitrato deshidrogenasa, EC 1.1.1.42.
HK = Hexoquinasa (ATP: D-hexosa é6~fosfotransferasa, EC 2.7.1.1.).
LDH = Lactato deshidrogenasa (L-lactato: NAD+ oxidorreductasa,
EC 1.1.1.27.).

PFK-1 = 6-fosfofructo l-guinasa (ATP: D-fructosa 6-fosfato 1-
fosfotransferasa, EC 2.7.1.11.).
PFK-2 = 6-fosfofructo 2-guinasa (ATP: D~fructosa é6-fosfato 2-

fosfotransferasa, ®BC 2.7.1,105.).
PK = Piruvato quinasa (ATP: piruvato 2-O-fosfotransferasa, EC
2.7.1.40.).
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1.- INTRODUCCION

La destruccién selectiva de células hepdticas en la necrosis
producida por una dosis subletal del hepatotéxico tioacetamida
a ratas (6,6 mmoles/Kg) y el proceso regenerativo que tiene lugar
inmediatamente después, ha permitide estudiar en este modelo
experimental las fases de muerte celular y regeneracidén. La
iniclacién de la serie de reaccicnes celulares gue conducen a la
necrosis hepatica inducida por xenobidticos se debe principal-
mente a las especies gquimicas reactivas derivadas de la biotrans-
formacién de agentes gquimicos (Hunter y col, 1977; Dyroff y Neal,
1983). La necrosis hepatocelular producida por la tioacetamida
se asocia con una serie de alteraciones debidas a la formacién
de metabolitos reactivos derivados de la tioacetamida y de la
tioacetamida S-éxido (Chieli y Mavaldi, 1984). La formacién
masiva de estas especies guimicas reactivas trae consigo, entre
otras, las siguientes alteraciones: el estrés oxidativo, la
oxidacién y deplecién del glutation (Vos y Bladeren 1991), la
oxidacidn de los tioles proteicos (Nicotera y col, 1985), la
peroxidacién lipfdica, la elevacién del calcio intracelular
(Landon y col, 1986; Orrenius y col, 1987 y 1988) y la necrosis.

La respuesta regenerativa que se desencadena inmediatamente
después del proceso necrético, est4d siendo objeto de
investigaciones para esclarecer los mecanismos que regulan in
vivo la regeneracién hepdtica y los cambios en el perfil de
isoenzimas especificos del metabolismo de carbohidratos (Obaseki
y col, 1983).

Para establecer un dlagnéstico de la lesién hepédtica inducida
por la administracién de tioacetamida se han determinado una
serie de actividades enzimiticas en suero (aminotransferasas GOT
y GPT e isocitrato deshidrogenasa), que proporcionan indices
relativos a la necrosis hepatocelular (Cascales y col 1990a), los
cuales, unidos al estudio histopatolégico en cortes de higado
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nos han permitidoc establecer un cuadro de necrosis perivenosa
masiva. Los enzimas relacicnados con la utilizacién del glutation
se consideran también indicativos de desequilibrio hepé&tico en
modeles de hepatotoxicidad (Cascales y col, 1991). Las activi-
dades enzimédticas de la gamma-glutamil transferasa sérica y la
glutation S-transferasa hepdtica se elevaron notablemente a la
vez gue se observd una brusca disminucién en la concentracién
hepatocelular de glutation. Estas alteraciones unidas al incre-
mento en la concentracién de malondialdehido y a las alteraciones
en la homeostasis del calcio intracelular, son indices de lesidn
hepatica (Mehendale, 1991), en la que se encuentra involucrada
la peroxidacién 1lipidica y 1la destruccién de las membranas
celulares, Todas estas determinaciones nos han llevado a proponer
que el punto maximo de necrosis hepatocelular, originado por una
dosis de tiocacetamida a ratas, se detecta a las 24 horas de la
administracién del téxicoe ¥y que el periocdo de regeneracidn
fluctua entre las 36 y las 72 horas.

Por citometria de flujo se han determinado, en suspensiones de
hepatocitos de rata tratadas con ticacetamida, propiedades
fisicas tales como tamafio relativo y emisién de fluorescencia
a 530 nm, porque estos pardmetros pueden ser también utilizados
como criterio del grado de lesién hepédtica producido por
xenobidéticos (Thorell 1981 y 1983; Dallas y Evans, 199%0). El
contenido del DNA gendmico es de gran utilidad para determinar
en hepatocitos en regeneracién, la proporcidén de células
comprometidas en el proceso reproductivoe a través del ciclo
celular {Videlov y col, 1983; Vielh y col, 1991). Por ello, en
hepatocitos aislados durante las fases de necrosis y regeneracién
se ha evaluado la ploidia asi como su distribuci®dn en cada fase
del ciclo de divisidén celular: G1, S y G2 + M. La comparacién de
estos resultados con poblaciones de hepatocitos adultos normales
y fetales nos ha proporcionado pruebas del grado de desdiferen-
ciacidn alcanzado durante el proceso regenerativo. Otra de las
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caracteristicas de los procesos post-necréticos es la aparicién
de factores de crecimiento séricos desencadenantes del proceso
regenerativo (Michalopoulos y col, 1982; Andus y col, 1991). La
capacidad mitogénica del suero de ratas tratadas con ticacetamida
se ha evaluado, por incorporacién de timidina tritiada, sobre
cultivos secundarios de fibroblastos aislados de embridén de
pollo, comprobandose, que la capacidad activadora de la mitosis
en estos cultivos alcanzé su maximo cuando se adicioné al medio

suero obtenido a las 12 horas de la intoxicacién.'

Trabajos recientes de nuestro grupo (Cascales y col, 1592k; Diez-
Ferndndez y col, 1992) han podido demostrar gque la respuesta
de los hepatocitos fetales a la accién estimuladora del forbol
12-miristato 13-acetato (éster de forbol, PMA) es cpuesta a la
de los adultos, como también lo es la respuesta de los hepato-
citos fetales frente a la accidn inhibidora del glucagén (Hue y
Rider 1987). Esta diferente respuesta a un promotor tumoral, como
el PMA, puede estar relacionada con los mecanismos de
sefializacién celular, movilizaciédn del calclo y proliferacién
celular en higado en regeneracidén como modelo de tejide en
proliferacién isocrona (Tsukamoto y Kojo, 1987). La diferente
respuesta al glucagén de los enzimas glucoliticos dependientes
de la protefna quinasa A en hepatocitos en regeneracidén post
necrdtica (Cascales y col, 1%92a), prueba la existencia de
isoenzimas que exhiben un comportamiento similar al del enzima
fetal (Rosa y col, 19%0).



1.1.~ Regeneracién hepdtica

Una de las caracteristicas de los organismos vivos es su capaci-
dad para superar las lesiones producidas por agentes fisicos o
quimicos y para ello han generado una serie de mecanismos de
defensa gque, a grandes rasgos, pueden clasificarse en dos
categorias: la primera, comprende todos aquellos procesos de los
que se vale la célula para prevenir la lesién después del ataque
nocivo, la segunda engloba los mecanismos de respuesta para
superar la lesién una vez producida, mediante la renovacién y
cicatrizacién del tejido. El estudio de los procesos due
participan en la prevencién de la lesidén celular o tisular, ha
ocupado la atencién de los investigadores durante mucho tiempo
y ha sido s6lo hace poco cuando, aquellos sistemas encargados de
la regeneracidn celular y la restauracién tisular han empezado
a interesar de manera especial.

1.2.- Circulacidn hepdtica

El estudio y conocimiento de la circulacién hepdtica es absoluta-
mente indispensable para interpretar cualquier investigacién que
tenga como base el higado o sus células. Puntos importantes que
conviene tener en cuenta se refieren a: la significacién fisio-
16gica del doble suministro sanguinec (vena porta y arteria
hep&tica), la regulacién del flujo portal, y la desorganizacién
circulatoria en procesos de lesiédn hepética.

La configuracién anatdémica hepética separa el higado en dos
1dbulos iguales y subdivide cada 1lébulo en dos segmentos. La
sangre llega al higado por dos vias independientes: una arterial
con elevada presién, a través de la arteria hepdtica (AH) y otra
venosa con menor presién, a través de la vena porta (VP). El
eflujo de la sangre se verifica a través de una vena comtin, la
vena hep&tica (VH). La arteria hep&tica (AH) asciende directa-
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mente del eje celiaco y se divide en dos ramales gdstrico y gas-
troduodenal siguiendo a través del ligamento hepatoduodenal ya
como propia arteria hepadtica, antes de bifurcarse e introducirse
en los segmentos del higado. La vena porta drena el efluente
venoso del tracto digestivo (VMS) y del bazo (VE). En los
mamiferos, la vena porta representa el Unico canal venoso que
atraviesa otro drgano, el higado, antes de retornar al corazdn.
Al igual que la arteria hepdtica, la vena porta se bifurca en
ramales que se distribuyen en los segmentos hepéticos. Por
4ltimo, la sangre arterial y la venocsa portal se encuentran en
el sinusoide (8) y de ahi drenan, via vena hepética, en el
interior de la vena cava inferior (Esguema 1)}.

La arquitectura hepdtica se encuentra organizada en modelos
lobulillares o acinares y la sangre aferente arterial (AH) ¥y
venosa (VP) viajan separadamente dentro del tejido conjuntivo
interlobular o interacinar antes de mezclarse completamente en
la regién perivenosa. Las arteriolas terminales se vaclian tanto
en el interior de los capilares venosos, como en el interior de
los sinuosoides (8) hepaticos. Observaciones directas de las
oscilaciones en el flujo de la circulacidn sinusoidal sugieren
que el intercambio (entrada y salida) del flujo sanguineo
sinusoidal se regula mediante esfinteres (Esquema 1).

El sinusoide hepatico (S) es un capilar recubierto por un
endotelio que posee poros o fenestras a través de los cuales
circula el plasma sanguineo. Las células de Kupffer o fagocitos
especializados se distribuyen entre las c&lulas endoteliales. En
algunas especies, las paredes de las venas hepdticas poseen
esfinteres musculares potentes, pero en humanos las paredes de
estos canales vasculares son muy finas (Witte y Witte, 1974). Una
porcidn del flujo hep&tico arterial pasa a través de una fina red
capilar que encierra conductos biliares antes de mezclarse con
la sangre venosa portal,
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1.3.- Proliferacién hepitica post-necrdtica

El hepatocito de los mamiferos es una cé&lula gue posee una amplia
capacidad funcional y a pesar de su elevado grado de especializa-
cién, conserva la capacidad de proliferar en determinadas cir-
cunstancias. El estimulo mads comin para la divisién, que afecta
al parénquima hepitico, es la pérdida de las propias células del
higado; esta pérdida puede deberse a tres causas: infeccién,
intoxicacidn quimica o hepatectomia parcial. La respuesta celular
es aparentemente la misma en cualquiera de estos tres casos. El
modelo de regeneracién hepatica m&s utilizado para el estudio de
la respuesta proliferativa sincrénoma se consigue en ratas por
hepatectomia de porciones de higado que pueden superar hasta un
70 % del total. La regeneracién hep&tica puede lograrse también
mediante la administracién de agentes quimicos hepatotédxicos que
producen, segin la dosis administrada, diversos grados de

necrosis.

En condiciones mnormales el hepatocito se encuentra en la fase
G0/G1 del ciclo de divisién celular, lo cual no impide que el
higado sea uno de los tejidos del organismo transcripcionalmente
mas activo. La baja incorporacidn de precursores metabdlicos en
la molécula de DNA, se debe a gue un porcentaje muy bajc (< 1 %)
de los hepatocitos se encuentran en la fase S. En condiciones
normales, el DNA mitocondrial muestra también, un minimo recambio
metabdlico (Cascales y Martin-Sanz, 1990b; Mehendale, 1991}.

El higado, mediante hepatectomia parcial, se convierte en un
modelo experimental de proliferacién celular. La sintesis del DNA
se inicia unas 18 horas después de la amputacién quirGrgica y
alcanza su maximo entre las 24 y las 48 horas. Ensayos con pre-
cursores metabdlicos radioactivos han mostrado gue leos méximos
de incorporacién se alcanzan primero en los hepatocitos y después
en las células epiteliales y en las de Kupffer. La proliferacién
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del parénquima hepatico comienza en las zonas periportales y se
desplaza posteriormente hacia las &reas perivenosas. De esta
manera, en un plazo de 2 a 3 semanas el segmento hepadtico rema-
nente, recupera tanto el nGmero de células como el peso origi-
nario del higado. En el curso de esta hiperplasia compensatoria,
el 90 % de los hepatocitos se divide entre las 24 y las 48 horas
después de la hepatectomia (Bucher y col, 1978).

Para comprender la regulacidn del crecimiento hep&tico después
de la hepatectomia parcial es fundamental conocer los cambios que
tienen lugar en la funcidén del hepatocito. Durante las transi-
ciones proliferativas se verifica la desdiferenciacién celular,
proceso que implica una regresién de las células adultas hacia
un estado mas primitivo. Sin embargo, este estado desdiferenciado
es distinto al correspondiente al desarrollo ontogénico o carci-
nogénico. Como ejemplo pueden citarse log iscenzimas de la aldo-
lasa y la piruvato gquinasa en hepatocitos fetales, en hepatocitos
regenerantes y en hepatocitos procedentes de ratas tratadas con
2 acetilamino-fluoreno (Dybing y col, 1979). Este estudio revela
que los hepatocitos comienzan a producir iscenzimas fetales antes
de dividirse y que los hepatocitos normales y los de higado
adulto tratado con carcindgenos, presentan la misma capacidad de
proliferar en cultivos primariocs. Los isoenzimas de la piruvato
quinasa proporcionan una prueba mis clara de la desdiferenciacidn
que los de la aldolasa, y con ellos se demuestran las diferencilas
de los procesos reguladores de la expresibén enzimdtica durante
la ontogénesis, regeneracién y hepatocarcinogénesis (Guguen-
Guillouzo y col, 1988).

Después de la administracidén de una dosis elevada de un hepato-
téxico, el higado sufre necrosis hepatocelular infligida por el
mecanismo de biocactivacién de la toxina. Por mecanismos aln no
completamente esclarecidos, el higado responde estimulando 1la
proliferacidn y con ello la regeneracidn hepatocelular. A dosis
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débiles del hepatotédxico, la necrosis afecta sdlo a pocas células
y la regeneracién tiende a iniciarse aproximadamente a las 6
horas, desapareciendo a las 24 horas los sintomas de lesidn. Es
frecuente gue reaparezca con posterioridad alguna muestra de
lesién remanente y que entre las 36 y las 48 horas tenga lugar
una segunda fase de divisién celular (Mehendale, 1991).

El extraordinario fendmeno de la regeneracién hepdtica va unido
a otro fenémeno no menos notable. Las células recién divididas
son resistentes a la accién citotédxica de agentes gquimicos. Por
tanto, ademids de la reposicidn de las células y de la restau-
racién de la morfologia hepatolobular, merced a la propiedad de
resistencia que poseen las nuevas células, el tejido hepdtico se
encuentra capacitado para superar la inminencia de una agresidn
téxica en las fases posteriores, evitando, por una parte, la
expansién de la lesién y por otra, acelerando el proceso de la
recuperacidén total (Diez-Ferndndez y col, 1992).

1.4.~ Respuesta mitética de los hepatocitos

El conocimiento de los cambios en la funcién del hepatocito, que
tienen lugar después de una hepatectomia parcial, es fundamental
para comprender la regulacién del crecimiento visceral. Durante
las transiciones proliferativas, tiene lugar un proceso tal como
la desdiferenciacién o retrodiferenciacidén, que implica una
regresién transitoria de las células adultas hacia un estado mas
primitivo y se considera un paso obligado en la regeneracién
hepatica. La desdiferenciacién se sabe que tiene lugar durante
la ontogénesis, la regeneracién y la carcinogénesis.

Trabajos de Huerta-Bahena y col (1983) pueden servir para
explicar experimentalmente la regresidén o desdiferenciacién que
tiene lugar en la regeneracién hepatocelular. En higado fetal de

rata se sabe que la accidédn de las catecolaminas se regula
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principalmente por receptores B-adrenérgicos, mientras que en
hepatocitos de animal adulto son los receptores <«-adrenérgicos
los que median la accién metabdlica de la adrenalina. Estos
autores han investigado sobre el papel de los receptores =L y f
adrenérgicos después de la hepatectomia parcial. Se ha demostrado
que el efecto estimulador de la adrenalina sobre la glucoge-
nolisis, la gluconeogénesis y la ureogénesis, dirigido por
receptores «~-adrenérgicos al cabo de tres dias, pasd a ser
mediado por receptores B-adrendrgicos y al séptimo dia retornd
al estado normal primitivo. El blogqueante B-adrenérgico, el d-1
propanolol, previno en gran proporcién la regeneracidén de las
células hepaticas de rata, impidiendo la entrada de dichas
células en la fase mitética de su primer ciclo celular sin
afectar la replicacién del DNA. Este compuesto fue més efectivo
cuando se administréd 1-2 horas después de la hepatectonia
parcial. El propanolol inhibid el incremento pre-replicativo del
AMP ciclico y no inhibié la mitosis. La expresién de enzimas
fetales y antigenos fetales, tales como la fetoproteina durante
la regeneracién hepitica y 1la hepatocarcinogénesis se ha
demostrado que es el resultado de la retrodiferenciacidn de los
hepatocitos maduros. El grupo de Fausto ha examinado el grado de
homologia entre poblaciones de RNA en higado de rata durante el
desarrollo, la regeneracién y la neoplasia y ha observado gue la
expresién enzimdtica es diferente en estos tres casos de

proliferacién celular (Petropoulos y col, 1985).

En lo que respecta al efecto de la sobrecarga metabélica, origi-
nada por la hepatectomia, sobre la inicliacién de la sintesis de
DNA (Ngala-Kenda y col, 1984), se han estudiado los cambios en
la carga energética del ATP (CE = ATP + 0,5 ADP/ATP + ADP AMP)
como expresidén de la sobrecarga metabélica y de la fosforilacidn
oxidativa. Los niveles de ATP disminuyeron significativamente,
mientras que la fosforilacidn oxidativa mitocondrial se incre-
mentd a las 24 horas. La infusién de glucosa previno la caida del
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ATP, retrasdé la iniciacién de la sintesis del DNA y modificé el
mecanismo de respuesta. Parece ser que la sobrecarga metabdlica
es la que se encuentra involucrada en la iniciacidén de la rege-

neraciédn hepatica.

Se ha descrito un método (Gaub e Iversen, 1984) gque permite a las
ratas sobrevivir a la hepatectomia del 90 por 100, sobre la base
de los experimentos anteriormente indicados. La mortalidad del
100 por 100 se redujo a un 14 por 100, permitiendo a las ratas
un libre acceso a un fluido de bebida con glucosa. En estas
ratas, la sintesis del DNA y el indice mitético reveldé una
respuesta proliferativa desmesurada, con un poderoso estimulo

regenerador.

Existen dos cuestiones aln sin resolver que permitirén el escla-
recimiento de los cambios en la expresidén genética durante el
proceso de regeneracién: diferencias en cantidad y calidad del
mRNA, e interrelaciones entre el modele de expresidn genética y
desarrollo hepidtico. Las respuestas a estas preguntas han de
estar basadas en la cantidad de DNA gque se transcribe, en la
abundancia y complejidad del mRNA y en los datos comparativos de
homologia de los mRNAs para la alblimina, o -fetoproteina y
fibrindégeno en higado en desarrollo normal y en regeneracidn
(Fausto, 1984).

El higado normal contiene la mayoria de las especies del RNA que
se encuentran en la regeneracién, antes y después de la inicia-
cién de la sintesis del DNA. Las variaciones en mRNA hepéatico,
contenido en las poblaciones de RNA, son suficientes para permi-
tir la transicién de los hepatocitos de un estado de reposo a
otro de divisién. Finalmente, el anilisis de la expresidn de
genes especificos sugiere que existe poca similitud entre los
modelos de expresidn genética entre un higado en regeneracién y
otro en desarrollo. Un grupo de investigadores (Friedman y col,
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1984), al examinar la concentracién de diversos RNAs durante 1la
regeneracién hepatica han encontrado que la mayocr parte no expe-
rimenta apenas variaciones, tanto en su concentracidén como en su
grado de transcripcién. Por el contrario, la concentracién de los
mRNAs de la actina y de la tubulina se incrementd unas diez veces
sin que aumentara su transcripcidn. Tampoco hay mayor velocidad
de sintesis de RNA necesario para hacer pre-rRNA y mRNA para
proteinas ribosémicas. La principal conclusién de estos estudios
ha sido el hallazgo de que muchos de los constituyentes necesa-
rios para el incremento ¢ utilizacién de la masa celular, pueden
ser suplementados por una mayor conservacién del RNA transcrito.

1.5.- Reguladores de la proliferacidén celular

Muchos investigadores han utilizado la regeneracidn hepdtica como
uno de los modelos mAs interesantes para investigar los mecanis-
mos reguladores de la proliferacidn celular y los gque goblernan
la entrada de las células en la fase de replicacidn del DNA. En
los Gltimos afios se ha demostrado la existencia de sintesis
replicativa del DNA en hepatocitos aislados de ratas adultas,
mantenidas en cultivo de monccapa durante varios dias. Es un
hecho conocido que una serie de biocatalizadores desenmpefian una
misién destacada o son esenciales para la replicacidn del DNA en
tales cultivos. Entre estos agentes cabe citar las hormonas
(Bucher, 1982) y el factor de crecimiento epidérmice (EGF), asi
como otras sustancias como el piruvato, el calcio y aminoicidos,
ademds de otros factores de crecimiento no definidos atn
completamente (Jirtie y Michalopoules, 1982; Enat y col, 1984).
Existen pruebas evidentes que atribuyen un papel importante al
EGF en la proliferacién de los hepatocitos de rata in vivo
(Nakamura y col, 1984a) e in vitrec (Enat y col, 1684). Otras
investigaciones confirman gue el EGF se une a receptores
especificos y estimula la sintesis del DNA en hepatocites en
cultivo de rata adulta (Michalopoulos y col, 1984). Otro grupo
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de sustancias, las poliaminas, se han considerado desde hace
tiempo implicadas en los procesos de proliferacién celular,
debido a que la ornitina descarboxilasa, enzima responsable de
su sintesis, aparece enormemente incrementada en tejidos en

proliferacién.
1.5.1.~ Hormonas

Se ha descrito que una serie de hormonas actlian como reguladores
de la regeneracién hepética: insulina, glucagdn, hormocna para-
tiroidea, calcitonina, yodotironina, glucocorticoides, etc.
(Starzl y col, 1977). El1 higado de los mamiferos tiene capacidad
de regeneracién en respuesta a numerosos estimulos y se sabe que
despuds de la hepatectomia parcial la sintesis del DNA se incre-
menta bruscamente a las pocas horas seguida de la mitosis, que
alcanza un maximo entre las 24 y 48 horas. De esta manera a las
48 horas el higado remanente ha duplicado su tamafio y a los 7
dias ha recuperado su peso normal. En este momento, el creci-~
miento cesa tan bruscamente comc empezd. Los mecanismos respon-
sables de la iniciacién, promocidén e inhibicidn del crecimiento
no estédn atn del todo claros.

Se ha sugerido, que la sintesis del DNA en higado en regeneracidn
se encuentra regulada, en primer lugar, por las catecolaminas
que, segregadas por los nervios espléniceos, funcionan a través
de los receptores o, hepaticos (Nakata y col, 1986). Por otro
lado, las observaciones de Nishizuka (1984), ponen de manifiesto
que la proteina guinasa C, activada por el é&ster de forbol, PMA
(forbol 12 miristato 13-acetato) interfiere con la transduccién
de sefales de los receptores o,; (Garcila-Sainz y Hernandez-
Sotomayor, 1987). Tsukamoto y Kojo (1987) han observado que el
PMA previene el proceso de regeneracién hepdtica que tiene lugar
después de la hepatectomia parcial. Esta accidn negativa puede
explicarse sobre la base de gue la proteina guinasa C, activada
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por el PMA, fosforila y desensibiliza a los receptores «,, los
cuales regulan primariamente la sintesis del DNA en la regene-
racién hepatica (Rosler y Schoner, 19%90). Es un hecho bien
establecido que la estimulacién de estos receptores por un
agonista o,, da lugar a un incrementoc en el turnover de los
inositoles con la consiguiente formacidn de inositol trifosfatoe
(agente movilizador del calcio) y diacilglicercl (activador
fisioldégico de la proteina quinasa C). Asi, la proteina guinasa
C puede jugar un papel fundamental como mensajero negativo a modo
de control inmediato, frente a una respuesta excesiva, a través
del receptor e<,, Estos resultados, los primeros gue se han
realizado en animal completo, estén en total desacuerdo con los
experimentos in vitro de otro grupe de investigadores (Boynton
y Whitfield, 1980), quienes demostraron nc hace mucho, que el PMA
actda como un promotor tumoral tipico gue induce la sintesis del
DNA en cé&lulas hepiticas. Esta aparente contradiccién entre el
diferente comportamiento de las c¢élulas hepdticas nativas o cul-
tivadas, frente a un mismo promotor tumoral, necesita de poste-
riores investigaciones, ya que al contrastar estos resultados con
los obtenidos con el fenobarbital, tambi&n clasificado como
promotor tumoral, no se ha observado actuacidén negativa sobre la
regeneracién hepdtica. E1 PMA parece que act(a sobre las células
en las fases Gl y/o S, ya que los agonistas =¢; regulan la sin-
tesis del DNA 12 horas después de la hepatectomia parcial, que
es cuando los hepatocitos entran en la fase Gl y S Yy se encuen-
tran a la espera de la seflal del nervio esplénico para continuar
el proceso. En este momento es cuando el efecto negativo del PMA
se pone de manifiesto. Aunque estos resultados indican gue la in-
hibicién de la regeneracidédn hepdtica por PMA se establece de una
manera un tanto ambigua si la proteina quinasa C ejerce su efecto
a través de la desensibilizacidén sdlo de los receptores o+, se
sabe que este enzima desensibiliza también otros receptores
hormonales movilizadores de calcio como el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), vasopresina y angiotensina II, cuyas contribu-
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ciones en la regeneracién hepdtica no estdn adn bien establecidas
(Lynch y col, 1985}.

Tomando come punto de referencia el incremento en el contenido
de DNA en higado en regeneracidén como un reflejo de la cantidad
total de células hepdticas y el incremento en la velocidad de
eliminacién de la antipirina como una consecuencia del incremento
en la masa funcional hepitica, Petersen y col (1987) han estu-
diado la regeneracidn hepdtica en funcidén del tiempo en ratas
hepatectomizadas después de la supresidédn de la respuesta humoral
al glucagdn por pretratamiento durante 14 dias con 20 pug de cinc-
glucagdn. En estas condiclones se ha visto que existe un adelanto
cronoldgico y mds pronunciade en las dos variables ensayadas
(contenido de DNA y velocidad de eliminacién de la antipirina),
en las ratas pretratadas con cinc~glucagén. Esto indica que esta
hormona actia produciendo una aceleracién en la regeneracidn
hepédtica.

También se han estudiado las relacicnes del estrégenc y su
receptor frente a la regeneracién y crecimiento del higado de
rata, encontrando un descenso notable en la ceoncentracidén del
receptor de estrdgeno y en el nilimero de células que lo contienen,
La caida comienza a las 3 horas de la hepatectomia parcial y
contintia hasta las 72 horas. Paralelamente se registra un mayor
nimero de células que exhiben receptor de estrdgeno en sus
ntcleos. La administracién de 17 B-estradicl, en el momento de
la extirpacién hepatica, eleva la translocacién del receptor de
estrdégeno hacia el nlGcleo Yy acelera la velocidad de sintesis del
DNA. Todo parece indicar que el estrdgeno y su receptor se en-
cuentran involucrados en la promocisdn de la regeneracién hepética

(Fisher, 1984).
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Las poliaminas han interesado a les investigadores en el campo
de la regeneracidén hepdtica, a partir del hallazgc de una gran
concentracidn de putrescina en tejidos con répido crecimiento
como el higado de rata después de la hepatectomia parcial (Tabor
y Tabor, 1976 y 1984).

Se sabe que durante las primeras horas después de la hepatectomia
parcial, el incremento en putrescina es paralelo a la actividad
de la diamina oxidasa (Sessa y col, 1981), enzima que cataliza
la oxidacién de putrescina a gamma-aminobutiraldehido. Dando por
sentado que la diaminooxidacidén parece que es el paso limitante
en el metabolismo oxidativo de la putrescina, se ha investigado
su sintesis y degradacién tratando de esclarecer el mecanismo
responsable de esta elevada actividad enzimdtica en higado en
regeneracién (Sessa y col, 1982). Con inhibidores de la sintesis
proteica se ha demostrado gque el incremento se debe a una mayor
capacidad de sintesis de la proteina enzimdtica y no a un cambio

en la vida media del enzima,

Se ha estudiado tambié&n (Rupniak y col, 1982) los efectos in vivo
de un andlogo de las poliaminas, el 1,3 diaminopropanocl (DAP),
sobre la regeneracidn hepédtica. El DAP es un andlogo estructural
de la putrescina y se cree que bloguea la formacién de poliaminas
por supresién de la actividad de la ornitina descarboxilasa,
enzima limitante de la sintesis. La infusién de DAP en ratas par-
cialmente hepatectomizadas, previno los consiguientes fendmenocs
de sintesis de espermidina y DNA en higade en regeneracién. La
reduccién de la biosintesis del DNA reflejdé un bloqueo en la
entrada de los hepatocitos en la fase S.

Se ha demostrado que un nimero de agentes, que frenan la biosin-
tesis de poliaminas, producen la inhibicién del crecimiento
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celular en cultivos. Estos agentes son casi todos los inhibidores
de la ornitina descarboxilasa, el Gnico enzima que forma putres-
cina en las células de mamiferos. La comparacidn de los inhibi-
dores irreversibles de la ornitina descarboxilasa con los
inhibidores competitives, ha dado importancia a los primeros. El
Gnico compuesto que interfiere con la produccidn de poliaminas
es el metilglioxal, el cual es un inhibidor muy potente e irre-
versible de la S-adenosil metionina descarboxilasa, cuyo pro=-
ducto act@a como fuente de grupos propilamina necesarios para
convertir la putrescina en espermidina y espermina (Pegg y col,
1981) .

También la ornitina descarboxilasa ha generadc un gran interés
desde que se descubrid su implicacién en el crecimiento celular.
Este enzima, dependiente del piridoxal fosfato, controla el pasc
limitante de la biosintesis de poliaminas. Se ha establecido una
relacidén estrecha entre la actividad de la ornitina descarboxi-
lasa y la velocidad de crecimiento en un gran nimero de sistemas.
El incremento en su actividad enzimdtica, gque se registra en
células transformadas, es consecuencia de una mayor sintesis de
novo de la proteina enzimética (Weiss y col, 1981).

1.5.3.~ Factores de crecimiento humoralas.

Una vez establecido que frente a la pérdida de células hepaticas
por hepatectomia parcial o por lesidn quimica o infecciosa, el
higado posee una capacidad inmensa para regenerarse, es obvio
preguntarse acerca de los mecanismos que controlan este proceso.
La regeneracidén hepdtica se regula mediante la accién de hormonas
y factores de crecimiento (Andus y col, 1991). El1 factor de
crecimiento epidérmico (epidermal growth factor, EGF) es uno de
los responsables clave de la proliferacién celular en higado
durante el desarrollo fetal y después de la hepatectomia parcial
o lesién tédxica (Slack, 1989; Luetteke y Michalopoulos, 1985).
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La accién del EGF se encuentra modulada por una serie de hormonas
gue intervienen modificando las interacciones entre este factor
y su receptor. El EGF actia sinérgicamente con la insulina y el
glucagén en el estimulo de la regeneracién hepatica (Skov Olsen
y col, 1988). Se ha comprobado que el nimero de receptores EGF
hepdticos se regula de manera especifica segln el diferente ritmo
en la secrecidn de la hormona pituitaria (Jamso, 1988). La libe-
racién al plasma de la hormona pituitaria de manera intermitente
en ratones macho, es mids efectiva en el estimulo de la expresién
del receptor EGF que la liberacién continua de esta hormona en
el caso de las hembras (Kashimata y col, 1988; Ekberg Yy cel,
1989). En cultivos primarios de hepatocitos de rata, se ha obser—
vado gque los estrégenos antagonizan la unidén del EGF a su recep-
tor inhibiendo por ello el efecto mitogénico del EGF {Francavilla
y col, 1987). Los glucocorticoides, por otroc lado, actuan modu-
lande la fosforilacién de la tirosina del receptor EGF inducida
por el propio factor EGF (Karasik y col, 1988).

El factor transformante del crecimiento < (TGF¥) y el EGF se unen
al mismo receptor y ambos promueven la sintesis del DNA en hepa-
tocitos de rata. A pesar de que el TGF< se une al receptor EGF
con una afinidad cuatro veces menor que el EGF, su actividad
biolégica es mis efectiva. Durante la regeneraciédn hepatica indu-
cida por hepatectomia parcial, la sintesis de TGF<~ aumenta en
hepatocitos y alcanza su médximo en el momento de mayor sintesis
del DNA (Brenner y col, 1989). La elevacién del TGF« durante las
primeras 24 horas que siguen a la hepatectomia parcial coincide
con una disminucién en el nimero de receptores de EGF debida a
su mayor internalizacidn y es paralela a un incremento en el mMRNA
de este receptor (Gruppusso y col, 1950}. También, durante el
desarrollo fetal del higado en los Gltimos estadios de la
gestacidén se registra un incremento en la expresién del receptor
del EGF (Gruppussc, 1989).
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El TGFB, al contraric gque el TGF«, es un regulador negativo muy
potente de la proliferacién de los hepatocitos, tanto en condi-
ciones normales en las que la proliferacién celular es muy baja,
como en estados de regeneracién post-necrdtica, preneopldsicos
y neopldsicos (Wollemberg y col, 1987; Carr y col, 1986; Strain
y col, 1987), antagonizando el crecimiento hepédtico inducido por
el TGF« (Mead y Fausto, 1989). La administracién in vivo de TGFB
a ratas hepatectomizadas inhibe la sintesis del DNA en higado en
regeneracién (Ruésel y col, 1988}). Durante el proceso regenera-
tivo originado por hepatectomia parcial se eleva notablemente la
expresién del TGFB en higado, pero el punto méximo de expresidn
del TGFR es posterior al del TGF« (Braun y col, 1988).

El factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) participa también
en el desarrollo del higado fetal (Presta y col, 1989) y en la
regeneracién hepatica post hepatectomia y post necrética (Kan y
col, 1989). A concentraciones 102 M el FGF estimula la sintesis
del DNA en hepatocitos. Sin embargo, a concentraciones 10° M este
factor inhibe el crecimienteo inducido por el EGF. Después de la
hepatectomia parcial la elevacidén en la expresidn genética del
FGF hep&tico es anterior a las del TGF« y TGFB (Presta y col,
1989) . De esta manera, la proliferacién de los hepatocitos que
se inicia inmediatamente después de la necrosis hepédtica, puede
continuar mientras los niveles de TGFfsean bajos (1072 M). Mas
tarde, la elevacién en las concentraciones del FGF y del TGFS
pone limite a la proliferacién de los hepatocitos.

Otro factor especifico del crecimiento de hepatocitos, desen-
cadenante de la regeneracién hepatica en respuesta de la pérdida
de hepatocitos es el HGF (hepatocyte growth factor) (Miyazawa ¥y
col, 1989; Nakamura y col, 1986, 1987 y 1989). El HGF aparece en
suero de rata después de la hepatectomia parcial y en suero
humano después de una hepatitis fulminante. Este factor se ha
manifestado como el mitdgeno con actividad més potente en
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cultivos primarios de hepatocitos (Feingold y col, 1988). El HGF
también denominado hepatopoyetina fue identificado en suero de
ratas parcialmente hepatectomizadas (Nakamura Y col, 1984;
Michalopoulos y col, 1984). MAs tarde se purificd a partir de
plagquetas (Nakamura y col 1986}, plasma humano {Gohda y col,
1988) e higado de rata (Asami y col, 1991) y su secuencia de
aminoacidos se ha deducido por clonaje de su DNA complementario
(Nakamura, 1989; Miyazawa, 1989). Hasta hace poco, el HGF se
considerd que poseia una estrecha especificidad actuando
principalmente como mediador humoral de la regeneracidn hepética
después de hepatectomia parcial o lesidn hepdtica (Gohda y col,
1988). Sin embargo las investigaciones mas recientes han
demostrado que el HGF es un polipéptido funcional que actua de
forma paracrina sobre una amplia variedad de tipos celulares, ya
que se expresa en diversos érganos, se libera por fibroblastos
en cultivo (Rubin, 1991) y estimula la proliferacién de un amplio
espectro de células. Estudios de Montesano Yy col (1991) han
revelado una propiedad adicional del HGF, la capacidad de
transmitir informacién para determinar el reordenamiento espacial
de las células epiteliales. Es interesante destacar gque entre un
nimero de citoquinas bien caracterizado por Montesano y ceol
(1991), sélo el HGF indujé la tubulogénesis en fibroblastos lo
que le atribuye una funcién morforegulatoria especifica. Se ha
demostrado la existencia de elevados niveles de HGF en suero de
ratas después de la necrosis inducida por hepatotoxinas tales
como el CCl, o la D-galactosamina (Andus y ceol, 1991).

Otros factores, como el factor de necrosis tumorai:& {TNFo) ¥
las interleuquinas 1 y 6 (IL-1 e IL-6), actuan activando o inhi-
biendo la proliferacién de los hepatocitos, por mecanismos afin
no bien determinados (Nakamura y col, 1988; Kuma y col, 1990).

En conclusién, EGF, TGF«, FGF y HGF funcionan como inductores
fisioldgicos de la sintesis del DNA en hepatocitos durante la
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regeneracién hepatica. Todos ellos actuan a través de mecanismos
autocrinos y pracrinos. El estimulo del crecimiento hepético por
el EGF y el TGF«.se modula por el TGFA, el cual se induce un poco
después que el TGF«, previniendo asi una proliferacién celular
incontrolada (Braun y col, 1988). El destacado papel que juegan
estos factores en la regeneracidn hepética se ha visto reforzado
por un interesante descubrimiento: la regeneracién hepdtica
inducida por hepatectomia parcial se encuentra muy retrasada en
ratones atimicos mantenidos en esterilidad {libres de gé&rmenes)
y, por tanto, sin contacto con componentes bacterianocs, tales
como el lipopolisacdrido (LPS). Estos ratones fueron asimismo
resistentes al LIPS, por una deficiencia en tejido linfoide
(Cornell y col, 1990). El retraso en la iniciacidén de la regene-
racién hepatica puede ser debido a la incapacidad de estos anima-
les para liberar factores de crecimiento en respuestas a toxinas

alimentarias o ambientales.

El cultivo primario de hepatocitos de animal adulto estd convir-
tiéndose, cada vez con mds frecuencia, en un bicensayo para la
deteccidn de factores de crecimlento hepaticos. Nakamura y col
(1983a y b), han enfocado su atencién hacia la influencia de la
densidad celular sobre el crecimiento de hepatocitos de rata
adulta en cultivo primario y han sido capaces de demostrar, con
bastante claridad, que las células hepaticas tendian a crecer
mejor a bajas densidades, lo que hizo pensar en que 1la
interaccién celular desempefiaba una misién destacada en 1la

regeneracién.

Trabajos de Nakamura y col (1983a y b) ponen de manifiesto la
existencia de un mecanismo moduladeor de la sintesis del DNA en
hepatocitos de rata incubados con insulina y EGF. Este factor
ubicado en la membrana plasmatica celular era el responsable de
la dependencia que existia entre la sintesis del DNA y la densi-
dad celular. Este factor modulador se ha descrito como una
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proteina de 670 kDa 1dbil al calor. El papel de esta proteina in
vivo es alin incierto y es necesario demostrar si su efecto modu-
lador se verifica en las etapas iniciales del ciclo celular, ya
que los hepatocitos normales se encuentran, practicamente en su
totalidad, en fase GO. Yamada y col (1987) han estudiado el papel
de este modulador en relacién con la regeneracién hepética, en
hepatocitos aislados 24 horas después de la hepatectomia par-
cial. Se ha observado que la adicién a estos cultivos de membra-
nas plasmiticas, tanto de higado normal como de higade en regene-
racidn, daba lugar a una inhibicién de la sintesis del DNA. El
hecho de que este modulador no obstaculice la unidén del EGF con
los hepatocitos cultivados, ha hecho pensar que la inhibicién de
la proliferacidén de los hepatocitos en la fase G1 del ciclo
celular por este modulador, puede estar controlada también por

otros factores en el proceso de la regeneracidn.

Los hepatocitos de rata adulta en cultivo primario mostraron una
sintesis inducida del DNA cuando se adiciondé al medio suero
sanguinec procedente de ratas 48 horas después de haber sufrido
la hepatectomia parcial. Estos fendémenos se han atribuido a una
disminucidén de los inhibidores del crecimiento preexistentes en
suero, lo cual permite actuar a los de caré&cter estimulador de
forma opuesta, favoreciendo el crecimiento celular. La adicién
de hormonas a estos sistemas, ha puesto de manifiesto que la
sustancia estimuladora del crecimiento no coincide con el EGF,
ni con el factor derivado de las plagquetas (PDGF), ni con 1la
tiroxina, glucagédn o hidrocortisona (Michalopoulos y col, 1982).

También se ha investigado sobre un factor producido en higado en
regeneracién, que estimula la incorporacién de timidina marcada
en el DNA. Esta sustancia es especifica del dérgano e in vivo
también de la especie (La Brecque, 1982 y La Brecque y col,
1984). Se ha demostradoc que es termostable y precipita, aunque
no se inactiva, por etanol. Otros autores (Starzl y ceol, 1977)



...23..

estin de acuerdo con los resultados anteriores y sugieren, la
existencia de un factor sérico que estimula a los hepatocitos
quiescentes a entrar en el ciclo celular. §in embargo, estos
autores, no pudieron identificar este factor debide a las

complejas interacciones in viveo.

Los hepatocitos de rata adulta en cultivo primario retienen
muchas de las funciones hepaticas y responden a diversas hormonas
igual que in viveo. Adem&s estos hepatocitos pueden proliferar en
cultivo cuando la densidad celular es baja y cuando se afiade al
cultivo EGF e insulina. En 1976 Richman y col, describieron por
vez primera, gque la insulina y el EGF eran potentes activadores
de la sintesis del DNA en cultivos primariocs de hepatocitos de
rata madura y desde entonces son muchas las investigaciones que
han confirmado estos resultados. Sin embargo, no existe ninguna
descripcién in vivo, de gque estos factores experimenten un
incremento en suero después de la hepatectomia parcial, y por el
contrario, existen pruebas de la rédpida disminucidén de los
niveles de insulina en sangre portal y periférica después de la
hepatectomia parcial. Por otro lado, la concentracién de EGF
normal es del orden de 1 ng/ml, lo cual supone sélo una décima
parte de la dosis efectiva para la sintesis del DNA en hepato-

citos cultivados.

Se sabe poco acerca del mecanismo mediante el cual el EGF
estimula la proliferacidn celular. El receptor situado en 1la
superficie celular necesario para la accidén del EGF contiene una
porcién amino que se une al EGF, un dominio trasmembrana y un
dominio quinasa. Estos dos dominios son homélogos al producto
proteico del oncogen viral erb B. El nGmero de receptores del EGF
se encuentra a menudo incrementado en lineas celulares malignas
derivadas de cénceres humanos. La cantidad de mRNA que codifica
el receptor EGF se encuentra frecuentemente elevada en tumores
y en lineas celulares derivadas de tumores. Por otra parte, si
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se incrementa el nGmero de receptores celulares EGF en células
NIH/STS utilizando un retrovirus portador del gen del receptor
EGF se llega a un fenotipo transformadc que depende de la
presencia del EGF. Se ha descrito que el EGF disminuye (down
requlation) el nimero de sus receptores sobre la superficie
celular e incrementa la expresién del mRNA de su receptor. Como
el EGF juega un papel importante en la proliferacién celular es
probable gque la regulacién del receptor EGF en un sistema de
elevada capacidad proliferativa como el higado en regeneracidn,
sea muy importante. No ha sido aln demostrado directamente que
el EGF juegue un papel primordial en la regeneracién hepédtica in
vivo, pero existen pruebas experimentales que asi lo apoyan. Para
determinar si existen cambios durante la regeneraciédn hepética,
en la cantidad de mRNA del receptor del EGF, Johnson y col (1988)
han aislado los mRNAs en diferentes momentos después de la hepa-
tectomia parcial y los han analizado mediante hibridacién con dos
sondas diferentes de cDNA de gen humano. Estas sondas, pE7 y pE62
se hibridaron con especies de RNA de 10 y 6 kbases. En las prime-
ras 12 horas después de la hepatectomia, se observd que anmbas
especies disminufan mientras gue en las muestras tomadas a las
24 y 72 horas se incrementaban muy significativamente sobre los
controles. Estos resultados hacen pensar que existe un mecanismo
regulador transcripcional y/o post-transcripcional, en el higado
en regeneracién con respecto a la expresién genética de los
receptores del EGF.

La entrada de las células en el ciclo proliferative se acompafia
de un incremento en la velocidad de sintesis proteica. Los
mecanismos moleculares responsables de este incremento se
encuentran en estudio. Experimentos in vitro con células en
cultivo como linfocitos o fibroblastos han demostrado que al
menos alguna de las variaciones en la sintesis proteica se deben
a alteraciones de compuestos preexistentes del sistema
translacional. Uno de los principales factores implicados en el



....25-

control de la velocidad de sintesis proteica es el factor de
iniciacién eIF-2 (eukaryotic iniciation factor-2). Para estudiar
el papel de estos factores sobre la sintesis proteica a nivel
ribosémico durante la regeneracién hepdtica, se ha establecido
un sistema in vitro con polisomas de higado normal, como fuente
de mRNA y ribosomas, y con fraccidén citosdlica de higado en
diferentes estadios de regeneracién después de hepatectomia
parcial (Bommer y col, 1987). Para detectar cambilios en la
actividad de factores solubles durante la regeneracién hepédtica,
independientes de los cambios en el mRNA y ribosomas, han usado
un sistema con polisomas de higado ncrmal gque no mostraba
actividad endégena de incorporacidn de aminodcidos. La actividad
de las fracciones citosélica y microsomal obtenidas después de
hepatectomia parcial estimuld de manera notable la incorporacién
de aminodcidos por estos polisomas.

En cultivos primarios de hepatocitos de ratas adultas a diversos
tiempos (4, 8 y 10 horas) después de hepatectomia parcial del 70
por 100 del higado, se sintetizan cantidades de DNA, comparadas
con las de rata normal. Sin embargo, a las 24 horas, la
biosintesis del DNA en hepatocitos aislados, es tres veces
superior a la considerada normal. La adicién de insulina al medio
ejerce un efecto minimo sobre la sintesis del DNA en todos los
hepatocitos ensayados. La incorporacidn del factor de crecimiento
epidérmico, sdélo o en combinacién con insulina, produce un
incremento notoric en la sintesis del DNA en hepatocitos en
regeneracién, que se pone de manifiesto a las 4 horas de la
hepatectomia, y alcanza su maximo a las 24 horas de la operacidn
(Francavilla y col, 1986).

Estos resultados muestran claramente que los hepatocitos sinte-
tizan DNA inmediatamente después de la hepatectomia parcial. La
activacién de la sintesis del DNA por el EGF puede resultar muy
Gtil para el conocimiento de este mecanismo celular., De la
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misma manera gque ocurre en los fibroblastos, el factor de
crecimiento epidérmico puede gque ejerza tambi&n su actividad
mitogénica en hepatocitos. Los hepatocitos en cultivo, aislados
a tiempos diferentes después de la hepatectomia parcial, repre-
sentan un sistema éptimo para estudiar las interrelaciocnes del
factor de crecimiento epidérmico con la actividad mitogénica y
con el estado de 1los receptores, Estos mismos autores han
determinado la unidén del factor de crecimiento epidérmico a los
hepatocitos, y han comprobado que los resultados conseguidos en
hepatocitos aislados de ratas, a las 4 horas después de la
hepatectomia, son los mismos que para los hepatocitos normales,
pero son casi insignificantes en los hepatocitos aislados 12 y
24 horas después de la operacién. Se ha demostrado en muchos
ejemplos, que cuando la proliferacién celular estd estimulada,
la unién del EGF disminuye (Brown y col, 1984; Rozengurt y col,
1981; Shoyab y Todaro, 1980; Wharton y col, 1582).

1.6.- Regeneracién y funcién hepética

El higado, ya hemos visto, es un érgano notable, que responde a
una agresién téxica que causa necrosis hepatocelular, mediante
la induccién de la proliferacidén de los hepatocitos remanentes;
y después de un periodo de tiempo, no superior a las dos semanas,
es capaz de recuperar su masa y celularidad inicial (Fausto,
1990; Michalopoulos, 1990). Experimentos con timidina tritiada
han puesto de manifiesto un elevado porcentaje de nldcleos
marcados con tritio en higado en regeneracién en comparacién con
higado control. También en higado en regeneracién, se ha
observado una mayor proporcién de nlcleos hepéticos con un
contenido tetraploide u octaploide de DNA ya que, los hepatocitos
con niicleos poliploides son prueba de un estado de proliferacién
rédpida tipico de regeneracién hepdtica. El desarrollo de la masa
total hepatica despuds de un proceso necrdtico o de amputacidn
quirdrgica es una prueba de la enorme capacidad regenerativa de
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las células hepiticas. Sin embargo, aln no se ha resuelto una
cuestién importante concerniente a la identidad de las células
progenitoras implicadas en el proceso regenerador. Se ha descrito
que una clase de células hepdticas progenitoras existentes en los
conductos biliares terminales o intermedios, puede proliferar en
respuesta a un recambio normal hepatocelular o a cualquier forma
de lesién hepdtica (Sell, 1991). Sin embargo, existen evidencias
gue sugleren que son los hepatocitos madurcs los que son capaces
de llevar a cabo la regeneracidédn y que, tanto durante el
desarrollo del higado normal, como durante la regeneracién hepé-
tica, los nuevos hepatocitos surgen de los hepatocitos preexis-
tentes (Fausto, 1990; Michalopoulos, 1990). Por tanto, existe un
pool de células maduras con potencial regenerativo que hace que
las células progenitoras sean innecesarias en el proceso regene-
rativo. Durante mucho tiempo se ha creido que la deficiencia en
la masa hepatocelular era el agente que desencadenaba la expan-
sién de las células remanentes, pero en caso de higados de
ratones transgénicos con una supresién somdtica (Sandgren y col,
1991), se inicia la regeneracidn sin que existan cambios en el
peso o en el nGmero de células hepdticas, lo que indica que el
agente desencadenante tiene que ser algtn indicador de la funcidn
hepatica y que sdlo cuando la masa hepidtica satisface la demanda
de funcionalidad es cuando la proliferacidén celular cesa en
respuesta a la sefial gque indica gue la regeneracidn esté
completa. E1 fenotipo hepdtico demuestra el notable potencial
proliferativo de las células hepaticas, ya que sdlo unos pocos
hepatocitos podrian efectivamente repoblar el drgano completo.
El modelo de ratones transgénicos puede ser utilizado para el
estudio de las sefiales implicitas en la regeneracidn hepética y
en la naturaleza de la respuesta celular.
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1.7.~ Muerte celular. Apoptosis versus necrosis

Aunque durante mucho tiempo se ha considerado que la muerte
celular surge como consecuencia de procesos patolégicos (Trump
y Mergner, 1974), ahora se sabe que la muerte de algunas células
supone un fenémeno fisiolégico necesario para el desarrollo
normal y la renovacién celular (Saunders, 1966). El estudio de
la morfologia de las células gue mueren, ha revelado dos modelos
diferentes de muerte celular, denominados necrosis y apoptosis
(Wyllie, 1981).

lLa necrosis tiene lugar, generalmente, en condiciones patold-
gicas. Las células que sufren necrosis se hinchan y muestran una
disrupcién de las membranas externas e internas, con prominencias
en la membrana plasmadtica. Puede observarse una fase prenecré-
tica, conocida como hinchamiento hidrépico. En esta fase, el
reticulo endopl&smico se dilata y las mitocondrias aparecen
también hinchadas. Las alteraciones necréticas irreversibles se
manifiestan, a menudo, por expansiones en el volumen de las
mitocondrias que van acompafladas por disrupcién de la estructura
mitocondrial (McConkey Yy Orrenius, 1991).

Al contrario que las células necrdticas, las células apoptéticas
pierden el contacto con las células adyacentes y sufren conden=-
sacién y fragmentacién. Los orgénulos citoplasmaticos de las
células apoptéticas se hacen més compactos, aunque las mito-
condrias, en apariencia, continuan intactas. A veces, aparecen
prominencias en la membrana nuclear. Existe una concentracién
caracteristica de la cromatina, la cual se ha relacionado con
l1a actividad de nucleasas enddgenas. Estas endonucleasas pueden
activarse por una elevacién de la concen_tracién citosélica de
calcio (Boobis y col, 1989}).

Las perturbaciones en la homeostasis intracelular del ca’, que
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se caracterizan por elevaciones sostenidas del calcioc citosdlico,
parece que juegan un papel critico en la muerte celular inducida
por sustancias téxicas (Orrenius y Bellomo, 1986). Los efectos
citotdxicos inducidos por ese incremento originan alteraciones
en el citoesqueleto que se asocian con la aparicién de prominen-
cias en la membrana plasmitica (Jewell y col, 1982), la activa-
cién de las fosfolipasas dependientes de calcio que lesionan la
membrana (Chien y col, 1977) y la activacién de proteasas
neutras, también dependientes del calcio (Nicotera y col, 1986).
En nidcleos de hepatocitos de rata se ha demostrado la existencia
de endonucleasas que necesitan calcio a nivel milimolar para ser
estimuladas (Jones y col, 1989). McConkey y col, (1989) han en-
contrado gque una elevacidén sostenida del calcio citosdlico (desde
50-100 nM a 300-700 nM) precede a la fragmentacidn del DNA
caracteristica de la muerte de timocitos inmaduros inducida por
glucocorticoides (Wyllie y col, 1980). El tratamiento previc de
los timocitos con quelantes del calcio, tales como el quin-2-AM,
o la incubacién de estas células en medio sin calcio, evitd la
elevacién del calcio, la fragmentacién del DNA y la muerte
celular. La rotura de la cromatina se blogquea también con inhibi-
dores de la calmodulina, sugiriéndose que la calmodulina inter-
viene en la apoptosis de los timocitos (Nicotera y col, 1986).
En estudios con diversos agentes téxicos se pone de manifiesto
que procesos andlogos a éstos, en los que interviene la elevacidn
sostenida del calcio citosélico asociada con una activacién de
la fragmentacién del DNA, pueden presentar un enorme interés a
nivel toxicoldgico (Orrenius y Bellomo, 1986).

Numerosos agentes quimicos, asi como otros estimulos téxicos,
pueden lesionar las células y originar en ellas una secuencia
compleja de reacciones gque culminen en la muerte celular. La
lesién celular criginada por xenobiéticos conduce a menudo a la
necrosis donde la muerte celular se debe al fallo de sistemas
endégencs necesarios para mantener el equilibrio, pero otras
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veces puede conduclir a que se inicie un proceso activo que lleve
a la apoptosis.

El estudio de los mecanismos biloquimicos que se encuentran impli-
citos en la muerte celular tiene una importancia fundamental para
conseguir mediocs efectivos frente a los numerosos agentes cito-
téxicos. Hasta la fecha, los intentos para la identificacién de
las reacciones celulares que tienen lugar en caso de intoxicacién
celular, se han encontrado entorpecidos por las limitaciones de
los sistemas experimentales disponibles y por la gran variedad
de alteraciones que tienen lugar en el interior de la célula
cuando se lesionan los mecanismos reguladores de la homeostasis.
Muchas de estas alteraciones van unidas a una pérdida de la
viabilidad sin que sean ellas mismas la causa de la muerte
celular., Actualmente, mediante el uso de células aisladas se ha
progresado mucho en la identificacién de aquellas reacciones
bioquimicas directamente relacionadas con la muerte celular.

Inmediatamente después de la agresidn téxica, las células sufren
una serie de cambios bioquimicos y morfolégicos. Una de las
primeras respuestas de los hepatocitos frente al ataque de una
gran variedad de hepatotoxinas, es la aparicidn de prominencias
en la superficie de la membrana plasmética (Mesland y col, 1981).
Este fendmeno surge antes de que se observe cambioc alguno en la
permeabilidad celular y es irreversible. Se cree que la muerte
celular sobreviene, en sus (ltimas consecuencias, por la rotura
de estas prominencias con la consiguiente pérdida del contenido
celular (Lemasters y col, 1987).

A pesar de los esfuerzos realizados por numerosos dgrupos de
investigadores, no estdn atGn definidos los mecanismos medlante
log cuales los téxicos matan las células. Se sabe que muchos
compuestos muestran su toxicidad a través de metabolitos
reactivos, bien directamente o como resultado de la generacidn
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de especies activas de oxigeno. Cada vez son mis evidentes las
pruebas que 1llevan a considerar gue la perturbacién de la
homeostasis del calcio se asocia a la toxicidad de muchos
compuestos. Sin embargo, no se sabe con certeza, cuales son las
reacciones que, una vez iniciadas por tal perturbacién, propagan
la lesidén. Parece que podrian encontrarse involucrados en este
proceso fendmenos tales como la disrupcién del citoesgueleto, la
activacidén de enzimas degradativos, como proteasas y la
fosfolipasa A2 y la estimulacidén de la endonucleasa y la poli-
(ADP-ribosa) polimerasa.

1.7.- Papel del calcio en la hepatotoxicidad producida por
agentes quimicos

Los trabajos realizados en los dltimos afiecs, en particular por
el grupo de Orrenius (1987, 1988), hacen suponer gue un aumento
prolongado de calcio ionizado en el cltoplasma, es uno de los
elementos que intervienen en la sucesién de reacciones gque
sobrevienen entre la introcduccidn de la toxina y la muerte del
hepatocito, El1 estado actual de los conocimientos permite
proponer el siguiente esquema: a)} formacidn de especles quimicas
reactivas, b) deplecidn del glutation y modificacién de los

tioles proteicos y c) aumento del calcio citosélico.

a) La hepatotoxicidad de los agentes quimicos se debe, en gene-
ral, a la formacidén de especies quimicas reactivas, capaces de
reaccionar con los constituyentes celulares hepiticos (Pessayre,
1987) . Estas especies reactivas, pueden ser metabolitos electro-
filicos y/o radicales libres. Estos Gltimos pueden actuar direc-
tamente o a través de la formacidén de un radical superédxide u

otras especies reactivas de oxigeno.

b) Por mecanismos diferentes, los metabolitos electrofilicos y
los radicales 1libres producen una deplecién del glutation
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hepatocelular y una alteracién de los grupos tioles de las
proteinas. Los metabolitos reactivos electrofilicos reaccionan
con el grupo tiol, nucledfilo, del glutation y también con los
grupos ~SH2 de las proteinas con lo cual desaparece el GSH y se
origina una arilacién o alquilacidn de las proteinas celulares.
En las reacciones catalizadas por las glutation S-transferasas,
el &tomo de azufre del GSH proporciona los electrones para el
atagque del sustrato electrofilico. El conjugado asi formado se
hidroliza eliminando el residuo glutamilo por accién de la gamma-
glutamil transferasa y el residuo glicocola por accidén de la
hidrolasa especifica y se excreta como mercapturato, el derivado
acetilado del conjugado de cisteina (Anderson y col, 1980).

Por otro lado, los radicales libres actuan atrapando un &tomo de

H* de un lipido insaturado dando lugar a un radical lipidico, que
fija oxigeno y forma un radical lipe peréxido.

lipido-H ~-=—====- > lipido* —=====- > lipido~00*

El lipido peréxido reacciona con un segundo lipido insaturado y
origina un lipo hidroperéxido y un segundo radical lipidico,
responsable de la propagacidn del proceso de peroxidacién:

lipido,-00* + lipido,~H =====-- > lipido,-00H* + lipido;

La glutation peroxidasa transforma el hidroperéxido lipidico en
alcohol (lipidc-0OH) con la oxidacién concomitante del GS en GSSG!

glutation peroxidasa
1ipido-00H' + 2GSH —==w=-=—==smoosm=mer==ss > lipido-OH + GSSG + H0

E1 GSSG formado se reduce mediante la accidn de la glutation

reductasa y se regenera el GSH:
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glutation reductasa
GSSG + 2NADPH —w————mmmmmmmmm e > 2GSH + NADP*

La actividad de la glutation reductasa consume NADPH, coenzima
suministrado por las deshidrogenasas, dependientes del NADP*, del
ciclo de los pentosa fosfates, principalmente 1la glucosa

6-fosfato deshidrogenasa.

cuando el hepatocito se encuentra sometido a un estrés oxidativo
importante, se produce GSSG a una mayor velocidad, lo cual altera
el equilibrio del par GSH/GSSG. Esto entrafia un rechazo hacia el
GSSG formade en exceso que tiene que salir del hepatocito. La
extrusidén del GSSG origina consecuentemente un descenso en la
concentracién de GSH hep&tico. El aumento del cociente GSSH/GSH
va acompafiado de wuna oxidacién de los grupos -SH2 de las
proteinas (Orrenius y col, 1987).

c) Las condiciones citadas anteriormente confluyen para desem-
bocar en un aumento del calcio intracelular. La membrana plasmé-~
tica, alterada por peroxidacidn lipidica o fijacién covalente,
deda entrar calcio en grandes cantidades (Lauterburg, 1987}. La
disminucién de NAD(P)H, observada en ciertas situaciones de
estrés oxidativo, aminora la capacidad mitocondrial para acumular
calcio (Bellomo y col, 1982). La oxldaciédn de los tioles pro-
teicos disminuye la actividad de las ATPasas dependientes del
calcio del reticulo endoplédsmico y de la membrana (Nicotera y
col, 1990), lo cual permite que el calcio penetre libremente en
el citosol, gue no se acumule en la mitocondria ni en el reticulo
endoplésmico y que no encuentre rechazo suficiente que le okligue
a salir del hepatocito. El resultado es un aumento importante y
prolongado del calcioc en el espacio citoplasmiético del hepa-
tocito (McConkey y col, 1989b).

Para determinar si el aumento del calcio intracelular se encuen-
tra implicado en la citotoxicidad, numerosos autores han compa-
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rado la toxicidad de diversos agentes quimicos sobre hepatocites
incubados en presencia y en ausencia de calcio. Los resultados
han sido absolutamente contradictorios. Trabajos de Reed (Pascoe
y Reed, 1989) han demostrado gue la ausencia de calcio y de
vitamina E en cultivos de hepatocitos, puede por si misma ser
hepatotéxica. Por un mecanismo todavia mal conocido, tales
incubaciones entrafian una sobrecarga oxidativa con peroxidacién
lipidica, oxidacién y disminucién del GSH, agotamiento de 1la
vitamina E del hepatocito, oxidacién de los tioles proteicos,
alteraciones mitocondriales y mortalidad celular (Farris y col,
1985; Thomas y Reed, 1988a y 1988b). Por tanto, una incubacién
sin calcio y sin vitamina E podria a prevenir el aumento prolon-
gado de calcio intracelular, pero por otro lado introduciria un
efecto téxico propio. Este doble efecto explica los resultados
confusos de las experiencias que comparan la toxicidad de

moléculas extrafias en presencia o en ausencia de calcio.
1.8.1.~- Medida de la concentracién de calcio intracelular

La metodologia reciente permite evaluar las variaciones del
calcio intracelular inducidas por hormonas en hepatocitos indivi-
dualizados. Por medio de la microscopia de fluorescencia puede
detectarse el calcio en células cargadas con indicadores fluores-
centes (fura2, indol) o bioluminiscentes (acuorina) (Rooney y
col, 1989; Tsien, 1988). La acuorina es una fotoproteina que se
extrae de la medusa Zgquora y una vez inyectada en la célula emite
una luz cuya intensidad depende del calcio. Otro método consiste
en medir las variaciones del calcio intracelular a partir del
potasio sensible al calclo en hepatocitos individualizados
(Capiod y col, 1987). Con esta técnicas se ha observado que las
hormonas ©O los neurotransmisores originan oscilaciones en la
sefial del calcic. Dekido a la asincronia inevitable de las
respuestas celulares, estas oscilaciones han podido observarse
sdlo en células individuales y no en suspensiones celulares
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(Jacob, 1990). Se han detectado también oscilaciones del calcio
intracelular en higado perfundido (Graft y col, 1987). Adenis,
parece que la frecuencia, no la amplitud, de las oscilaciones
depende de la concentracidén de las hormonas estimulantes (Woods
y col, 1987). Estas observaciones han llevado a sugerir que las
sefiales repetitivas podrian ser un modo general de codificar la
informacién de las respuestas hormonales. Se han propuesto
diferentes modelos para explicar la génesis de estas respuestas
especialmente en el higado. Por un lado, se atribuye a los
perfodos de sintesis y degradacién del IP, la liberacién Yy
reacumulacién secuencial del calcio por el reticulc endoplésnico
(Meyer y Stryer, 1988), y por otro se ha propuesto la existencia
de secuencias periédicas de activacidn/desensibilizacién del
canal-receptor del IP; (Pietri y col, 1990). Una tercera teoria
imagina liberaciones repetidas de calcio desde los diferentes
reservorios mediante un mecanismo denominado "liberacién de
calcio inducida por calcio" (Rooney y cols, 1989). Si los
reservorios se situan en lugares diferentes de la célula, este
dltimo modelo puede explicar las oleadas de calclo y su
redistribucién no homogenea en la cé&lula (Berridge e Irvine,
1989) .

1.8.2.- Efectos téxicos del calcio

En muchos modelos de estrés oxidativo se ha observado que existe
una estrecha correlacidn entre el grado de elevacién del calcio
intracelular y la citotoxicidad, como una posible relacidn de
causa efecto. Esta idea encuentra apoyo en el efecto protector
de diversas sustancias bloqueantes de los canales de calcio
(nifedipina, verapamil, clorpromazina, etc.), frente a la accidn
de diversos hepatotéxicos conocidos (cloroformo, dimetil-
nitrosoamina, paracetamol, tetracloruro de carbono y ticacetamida
in vivo) (Landon y col, 1986). In vitro se ha podido demostrar,
que una elevacidén prolongada del calcio intracelular permite
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conseguir aumentes prolongados de calcio de manera especifica,
Esto se ha consequido mediante la adicién de maitotoxina (Kutty
y col, 1989), sustancia que se comporta como un agonista de los
canales de calcio y hace entrar el calcio extracelular en el
hepatocito o también afiadiendo un iondéforo del calcio, el A23187
(Costa y col, 1987) que hace entrar el calclo extracelular en el
hepatocito y amplia, por otro lado, el calcic acumulado en el
reticulo endopldsmico y en las mitocondrias. Se puede igualmente
aumentar el calecio intracelular inhibiendo 1la extrusién del
calcio del hepatocito. Esto Gltimo puede lograrse adicionando ATO
al medio de incubacién (Nagelkerke y col, 1989) o también afia-
diendo cistamina gque forma disulfuros mixtos con los tioles pro-
teicos inhibiendo asi la actividad de las translocasas depen-
dientes del calcio de la membrana plasmitica (Nicotera y col,
1989). Estos tratamientos acarrean un aumento prolongadoc del
calcio intracelular y una posterior formacién de vejigas cito-
plasmiticas, aumento de enzimas proteoliticos intracelulares y
la muerte celular.

El aumento prolengado de calcio intracelular activa las proteasas
citosdlicas que dependen del calcio. Estas proteasas digieren las
proteinas celulares, especialmente aquellas gue aseguran el
enganche de los microfilamentos sobre las protefnas de 1la
membrana plasmdtica (Orrenius y col, 1988). La desorganizaciédn
de esta red microfilamentaria bajo la membrana, permite la
formacién de protuberancias o vejigas cuya ruptura acarreari la

muerte celular.

Es importante destacar que la formacidn de estas vejigas puede
originarse por mecanismos independientes de la concentracién de
calcio intracelular. E1 monémero de la actina posee muchos grupos
-SH. En el caso de una sobrecarga oxidativa numerosas moléculas
de actina se uniran por puentes disulfuro formande voluminosos
agregados macromoleculares no funcionales (Mirabelli y col,



-3 -

1988). La hipdétesis es gque se produce una alteraciédn de la red
microfilamentaria que darad lugar a las vejigas citoplasmiticas
{Thor y col, 1988). En el caso de sobrecarga oxidativa es
probable que también tenga lugar la formacidn de disulfuros
mixtos, actina-glutation. Se ha demostrado gue estos disulfuros
mixtos no impiden la polimerizaciédn normal de la actina mono-
mérica (actina G) en microfilamentos (actina F), pero las
fibrillas formadas presentan una estabilidad mecédnica muy débil
(Stournara y col, 1990). De esta manera, la oxidacidn de los
grupos tiol proteicos puede alterar el sistema microfilamentario
por dos mecanismos: uno directo, que oxida los grupos tiol de la
melécula de actina, y otro indirecto, a través de la elevacidn
del calcio intracelular, activacidn de las proteasas y alteracidn
secundaria de la red microfilamentaria.

1.9.~ Hepatotoxicidad de la tiocacetamida

Muchos de los compuestos, o sus metaboclitos, que pueden causar
lesién letal a los hepatocitos, son compuestos con una elevada
reactividad quimica. Estas especies electrofilicas tienen
capacidad de unirse covalentemente a las macromoléculas
celulares. Existe una estrecha correlacidn entre la cantidad de
estas uniones covalentes y la necrosis celular (Gillette, 1974).
La hipétesis de que la lesidn y muerte celular son consecuencia
directa de la interaccién de especies electrofilicas reactivas
con lugares celulares criticos, ha sido la base de la mayoria de
los avances en el estudio de los mecanismos de la muerte celular

inducida por agentes téxicos.

La mayor parte de las sustancias gque son téxicas mediante su
biotransformacién en intermediarios reactivos, afectan la
concentracién celular del glutation. Inicialmente, la atencién
de los investigadores se concentrd en el papel de la formacidn
de aductos entre la especie reactiva y el glutation, con el
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consiguiente agotamientc del GSH celular, pero se reconoce ahora
que la oxidacién del GSH a GSSG supone también un mecanismo
importante comprometido en la defensa (Vos y Bladeren, 1990).

La tioacetamida se metaboliza rapidamente en higado de rata dando
lugar a la tioacetamida s-6xido que se considera el compuesto
electrofilico capaz de formar aductos N-é-acetil lisina y ejercer
asi sus efectos necrogénicos (Dyroff y Neal, 1983).

La ticacetamida, al igual que muchos otros agentes hepatotéxicos,
se metaboliza en el reticulo endopldsmico dando lugar a metabo-
litos reactivos que interaccionan con componentes de la célula
e inician una cadena de reacciones que conducen a una lesidn
hepdtica que se manifiesta por diversos grados de necrosis cen-
trilobular (Dyroff y Neal, 1983). La necrosis hepatica inducida
por ticacetamida se asocia con un incremento en el contenido
hepatico de calcio (Landon y col, 1986; Anghileri y col, 1986).
El sistema mono-oxigenasa microsémico, dependiente de flavina,
el N,N-dimetil anilina N-oxidante (EC 1.14.13.8), es el sistema
enzimdtico responsable del metabolismo de la tiocacetamida sS~éxido
en microsomas de higado de rata y de la formacién de aductos N-£-
acetil lisina con proteinas microsémicas (Dyroff y Neal, 1983;
Chieli y Mavaldi, 1984).

Se han utilizado modelos experimentales de disfunciones hepati-
cas, inducidas por administracién de tioacetamida a ratas, para
estudiar pardmetros bioquimicos relacionados con la funcionalidad
hepatica (Martin-Sanz y col, 1%87b; Cascales y col, 1990a), asi
como reacciones bioquimicas involucradas en la biotransformacién
de esta sustancia hepatotéxica (Chieli y Mavaldi, 1984).

El modelo utilizado por nuestro grupo en estudios de intoxicacién
crénica se obtuvo en ratas por administracién intraperitoneal
diaria de tiocacetamida en dosis de 50-100 mg/Kg durante ocho
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semanas. Este tratamiento continuado didé lugar a higados con un
elevado grado de desarrollo nodular Yy con una colestasis
hepatobiliar crénica. Al final de las 8 semanas los numerosos
néddulos en la superficie hepdtica revelaron un grado severo de
cirrosis portal con nédulos hiperplasicos (Cerddn, 1978). Estos
nédulos son proliferaciones focales de hepatocitos alterados que
pueden observarse en la mayor parte de los modelos de tumores
hepaticos inducidos por sustancias quimicas (Solt y Farber,
1976) . Recientemente, estos ndédulos han sido definidos histolégi-
camente como "nédulos atipicos adenomatosos hiperplasicos" y se
supone que representan un primer estadio del carcinoma hepato-
celular (Nakanuma y col, 1990).

El desequilibrio metabélico en higado es una de las consecuencias
del metabolismo de agentes hepatotéxicos, y asi en caso de into-
xicacién crénica con tiocacetamida, se han descrito alteraciones
significativas en los enzimas del ciclo de la urea, como tamblén
en los sistemas enzimiticos relacionados con el dcido glutémico,
que ocasionan un incremento en las concentraciones de amonio,
tanto en el interior del hepatocito como en plasma sanguineo
(Cascales y col, 1979 y 1982). También los enzimas generadores
de NADPH de la via de los pentosa fosfatos se encuentran notable-
mente afectados en higado de rata tratada cronicamente con
tioacetamida (Cerddn y col, 1981).

De acuerdo con estas sugerencias se iniciaron con posterioridad
investigaciones en relacién con la lipogénesis de novo en higado
por efecto de la administracién aguda y crénica de ticacetamida
(Martin~Sanz y col, 1989b), asi como otras relacionadas con los
mecanismos de peroxidacién (Cascales y col, 19%0a y 1991). Las
actividades enzimaticas relacionadas con la sintesis de &acidos
grasos, disminufan progresivamente a lo largo de las ocho semanas
de administracién de tiocacetamida. Sin embargo, las actividades
de otros enzimas lipogénicos, dependientes del NADP, como el
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enzima madlico y la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, {(Cerdén y
col, 1981) experimentaron incrementos muy notables. Estos
incrementos pueden relacionarse con un mayor requerimiento del
NADPH necesario para la destoxificacién y no para la lipogénesis.

En el curso de investigaciones concernientes a alteraciones en
el metabolismo de los lipidos en tumores hepiticos inducidos por
administracién continuada de tioacetamida, nuestro grupo ha rea-
lizado estudios sobre la translocacién de la fosfatidato fosfo-
hidrolasa (EC 3.1.3.4.) y su modulacién por una serie de sustan-
cias (Cascales y col, 1989). La fosfatidato fosfohidrolasa es un
enzima gue se encuentra en la encrucijada de la biosintesis de
triacilglicéridos y fosfolipidos y su actividad depende de su
translocacién desde el citosol, donde es inactivo, a las membra-
nas del reticulo endoplasmico, donde es activo.

Entre las sustancias moduladoras de la translocacién/actividad
de la fosfatidato fosfohidrolasa se encuentran algunas, como la
espermina y el PMA, que est&n involucradas en el mecanismo de
proliferacién celular y en la promocién tumoral y otras, como la
clorpromazina, que al actuar como antagonistas del calcio dismi-
nuyen la acumulacién de este elemento y la necrosis centrilobular
asocladas con la administracién de TAM (Landon y col, 1986). La
ornitina descarboxilasa se eleva considerablemente en higado de
ratas en caso de intoxicacién aguda o crdénica con tioacetamida
(Cascales y col, 1986). La relacién entre la actividad de esta
enzima y la capacidad moduladora de la espermina, hace suponer
que la actividad enzimdtica de la fosfatidato fosfohidrolasa se
encuentra relacionada estrechamente con mecanismos de prolife-

racién celular.

A partir de aquli, nuestras investigaciones se encaminaron a
estudiar los mecanismos de dextoxificacidn hepédtica relacionados
con la peroxidacién (Cascales y col, 1991}, concentrindose en
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sistemas enzimdticos involucrados en el ciclo redox de peroxi-
dacién del glutation : giutation reductasa, glutation peroxidasa
y otros como la catalasa y la superdxido dismutasa, los cuales
unidos a los generadores de NADPH y a los relacionados con el
sistema monooxigenasa del citocromo P-450, podian dar cuenta de
las vias utilizadas por este hepatotéxico en su degradacidn
microsémica. La intoxicacién crénica con ticacetamida produjo un
desequilibrio entre las actividades de los enzimas acoplados al
glutation., La actividad de la glutation reductasa incrementd
progresivamente con la intoxicacién, mientras que la glutation
peroxidasa mostré® un comportamiento totalmente opuesto. Tas
alteraciones en la actividad de la glutation peroxidasa de la
fraccidn soluble fueron paralelas a las de la actividad catalasa.
Estos resultados, junto con las actividades disminuidas de los
enzimas relacionados con el sistema monooxigenasa citocromo P-450
(NADPH citocromo P-450 reductasa y NADH citocromo b; reductasa)
sugieren que las células hepadticas no estdn protegidas frente al
estrés oxidativo producido por la administracién crénica de
tioacetamida.

1.10.,- Mecanismos reguladores del metabolismo hepético de
carbohidratos

La regulacién hormonal de procesos metabdlicos, tales como la
gluconeogénesis, glucélisis y metabolismo del glucégeno, ha sido
un A&Area activa de intestigacién durante mucho tiempo. Esta
regulacién se puede dividir en efectos a corto y a largo plazo.
Los efectos a corto plazo, gue ocurren en segundos © minutos,
comprenden las alteraciones en la actividad de enzimas realizadas
por cambios en efectores alostéricos y/o en el estado de fosfori-
lacién de enzimas mientras que, los efectos a largo plazo
engloban las variaciones en la expresidn de los genes, un proceso
gue normalmente tarda horas o dias.
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La regulacién hormcnal del metabolismo hepédtico tiene lugar por
dos mecanismos generales. El primer mecanismo incluye aquellas
hormonas (glucagdén, agonistas B-adrenérgicos) gue interaccionan
con un receptor de la membrana plasmitica que se asocia con la
activacién de la adenilato ciclasa, dando como resultado una
elevacién de los niveles de cAMP intracelular. Esto conduce a la
activacién de proteina quinasas dependientes de cAMP que catali-
zan la fosforilacién de sustratos proteicos, dando lugar a una
respuesta fisioldgica que estimula la gluconeogénesis e inhibe

la glucédlisis.

El segundo mecanismo incluye agquellas hormonas dque actuan a
través de variaciones en la concentracién intracelular de ca?*
generadas por dos mensajeros intracelulares: el inositol 1,4,5-
trifosfato y 1,2-diacilglicerol. El cambioc en los niveles de ca®*
intracelular, en combinacién con calmodulina y/u otros efectores,
activa las protefnas quinasas dependientes del ca’*. En la
gluconeogénesis y la glucélisis, tanto la fosforilacién depen-
diente del cAMP (PKA) como la gue depende del ca?* (PKC) producen
cambios similares en el flujo de estas vias, La accién de la
insulina, por otro lado, es contraria a la de las hormonas que
aumentan los niveles de cAMP, probablemente por su capacidad de
activar la cAMP fosfodiesterasa y disminuir con ello la concen-
tracién de cAMP. Se conoce poco acerca del efecto en la fosfo-
diesterasa, al igual gue tampoco se sabe del mecanismo mediante
el cual la accién de la insulina es opuesta a la de las hormonas
que actuan via cambios en los niveles de ca’?*, Los efectos de la
insulina pueden, por tanto, representar un mecanismo adicional
en la regulacién de los procesos metabdlicos en el higado.

En el higado, el control a cortc plazo de la glucdlisis y la
gluconeogénesis posee una serie de mecanismos reguladores inte-
resantes. E1l hecho de que enzimas especificos para la gluconeo-
génesis, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, frutosa 1,6-bisfosfa~
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tasa y glucosa 6-fosfatasa, actuen de manera inversa a los
enzimas glucoliticos, piruvato quinasa, é6-fosfofructo l-guinasa
y glucoquinasa, respectivamente, incorpora la posibilidad de
ciclos entre los sustratos y productos de los enzimas. La opera-
cién simultanea de reaciones opuestas hace posible un sistema de
control sensible en el cual, tanto la proporcién como la direc-
cién del flujo pueden regularse por pequefios cambios en la con-
centracién de efectores de uno o mds de los enzimas involucrados

en el ciclo y/o por modificacidn covalente de estas enzimas.
1.10.1,~ Regulacién hormonal de la via glucolitica

Nuestro interés en el metabolismo de carbohidratos se ha centrado
en las siguientes enzimas glucoliticos: hexoquinasas, 6-fosfo-
fructo 2-quinasa/fructosa 2,6-bisfosfatasa, 6é-fosfofructo 1-
quinasa/fructosa 1,6-bisfosfatasa y piruvato guinasa.

Todas las células gque pueden metabolizar la glucosa contienen
alguna forma de la hexoquinasa, formada por dos subunidades
idénticas, que catalizan la reaccién:

hexosa + ATP —=—==—=—=- > hexosa 6-fosfato + ADP

La mayoria de las hexoquinasas no son especificas, siendo capaces
de catalizar la formacién de ésteres fosfato en posicién 6 en
manosa, fructosa y galactosa. Los tejidos animales contienen una
familia de hexoquinasas, facilmente distinguible en la mayoria
de los casos por sus Km para la glucosa. Una caracteristica
importante de la hexoquinasa es su inhibicién por el producto
hexosa 6-fosfato. Un segundo enzima que cataliza esta reaccién
es la glucoquinasa, este enzima no es inhibido por la glucosa
6-fosfato y tiene una XKm para la glucosa superior. La gluco=
quinasa es el enzima que predomina en el higado adulto.
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La actividad de la glucoquinasa no se altera por modificacién
covalente; asi, los cambios en su actividad se deben totalmente
a la cantidad de la proteina. Cuando la insulina es baja, la
actividad de la glucoquinasa esta disminuida al igual que los
niveles de mRNA. El glucagén (o el cAMP, su mensajero intra-
celular) inhibe la transcripcién del gen de la glucoquinasa. El
estudio del mecanismo de accién del glucagén en la gluconeogé-
nesis hepdtica ha permitido el descubrimiento de la fructosa
2,6-bisfosfato (Van Schaftingen y col, 1980a). Este metabolito
es un potente estimulador de la 6-fosfofructo l-gquinasa (PFK-1)
(Van Schaftingen y «col, 1980b) y un inhibidor de la fructosa
1,6~difosfatasa (FBPasa-1).

La unién del glucagédn a la membrana celular estimula a la adeni-
lato ciclasa, la cual cataliza la sintesis de cAMP a partir de
ATP. El1 incremento del nivel de cAMP intracelular activa la
proteina guinasa A, gque es inactiva en ausencia de cAMP. Dicha
proteina fosforila dos enzimas: la PFK-2 y la FBPasa-2. La PFK-2
fosforilada es inactiva, mientras que es activa la FBPasa-2
fosforilada (Esquema 2).
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La presencia de fructosa 2,6-bisfosfato en el medic activa a otro
enzima la PFK-1, que cataliza la conversién de fructosa é6-fosfato
en fructosa 1,6-bisfosfato e inhibe la FBPasa-1 gue cataliza la

reaccidn en sentido contrario.

Después de la hepatectomia parcial, en los hepatocitos remanentes
tiene 1lugar una serie de cambios hormonales, metabdlicos vy
energéticos que son los gque han de condicionar la respuesta
mitética regenerativa. Durante la fase de proliferacidn celular
riapida, la homeostasis de la glucosa tiende a mantenerse mediante
una gluconeogénesis incrementada, unida a una glucdlisis
disminuida (Leffert y col, 1979; Katz, 1979). Los cambios
hormonales traen consigo elevaciones en el glucagén, en la
corticosterona (Leffer y c¢ol, 1979) y en las catecolaminas
(Cruise y col, 1987). Recientemente, Rosa y col {1990) han
demostrado que tanto el glucdgeno como la fructosa 2,6~bisfosfato
disminuyen répidamente después de la hepatectomia parcial y que
ambos niveles se normalizan a los 7 dias. La forma "activa" (no
fosforilada) de la PFK-2 experimenta variaciones paralelas a las
de la Fru(2,6)P,, mientras que la actividad Ytotal" de la PFK-2

disminuye sélo después de 24 horas.

Se ha descrito recientemente que los hepatocitos fetales contie-
nen una forma de 6-fosfofructo 2-quinasa (PFK-2) que no muestra
respuesta alguna a la inactivacién, dependiente del glucagbn,
tipica de los hepatocitos adultos (Hue y Rider, 1987). Adenmis,
en cultivos primarios de hepatocitos fetales a término (feto de
22 dias) se ha observado que la inhibicidn inducida por glucagdn
necesita al menos 45 minutos para alcanzar la mitad de su efecto
maximo, lo que hace pensar que la forma adulta de este enzima se
induce répidamente después del nacimiento (Martin-sSanz y col,
1987a y 1989a). Estos resultados estén de acuerdo con los obteni-
dos por Petersen y col (1987) guienes han sugerido gque uno de los
estimulos de la regeneracién hepatica son los elevades niveles
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de glucagén, similares a los encontrados en higado fetal.

La piruvato quinasa cataliza la Gltima reaccién de la glucélisis

en la cual el fosfoenolpiruvato transfiere su fosfato al ADP.

Fosfoenolpiruvato + H* + ADP ~-——==--= > Piruvato + ATP

La piruvato quinasa hep&dtica es activada por fructosa 1,6-bisfos-
fato e inhibida por alanina y ATP. La fosforilacién de la piru-
vato quinasa puede ser catalizada por proteina quinasa depen-
diente de cAMP o por proteina guinasa dependiente de cal’*-calme-
dulina; esta fosforilacién da lugar a una inhibicién de 1la
actividad, caracterizada por una disminucién de la afinidad por
el fosfoenolpiruvate (Pilkis y Claus, 1991).

1.10.2.~Regulacién del metabolismo del glucdgeno

Tanto la epinefrina como el glucagén tienen el efecto de inhibir
la sintesis del glucégeno al mismo tiempo gque promueven la gluco-

genolisis; ambos efectos son mediados por el cAMP.

En la glucogenolisis, la movilizacién del glucédgeno involucra un
enzima: la glucdgeno fosforilasa; este enzima existe en dos
formas interconvertibles: la fosforilasa a y la fosforilasa b.
Un residuo de serina en la posicién 14 de cada cadena polipep-
tidica estd fosforilado en la forma activa, la fosforilasa a,
mientras que residuos de serina no modificados estan presentes
en la forma menos activa, la fosforilasa b.

La movilizacién del glucégeno hepdtico se estimula enormemente
por efecto del glucagdn, hormona que al unirse a la membrana,
estimula la adenilato ciclasa que cataliza la s{ntesis del cAMP;
el cAMP activa la proteina quinasa. Esta enzima cataliza la
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fosforilacién de fosforilasa b a fosforilasa a, dando lugar a la
descomposicién del glucégeno.

Una de la subunidades de la fosforilasa b quinasa es una proteina
llamada calmodulina o proteina modulada por calcio. En el caso
de la fosforilasa b quinasa, la unién del Ca’* a la calmodulina
es esencial para la actividad catalitica del enzima. Asi, la
cascada del glucdgeno es dependiente tanto de la concentracidn

intracelular de calcio como de los niveles de cAMP (Esquema 3).
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1.11,~ Citometria de flujo

La citometria de flujo constituye una metodologia de desarrocllo
relativamente reciente, principioc de los 70, que cada dia revela
mayor capacidad en cuanto a sus posibilidades de aplicacidn. El
fundamento de un proceso de citometria de flujo es an&logo al de
medida de fluorescencia de c¢élulas marcadas con anticuerpos
conjugados con fluorccromo. El procesc badsico de medicién por
citometria de flujo, para un parametro bioldgico cuantificado por
emisiédn de fluorescencia, se recoge en el esquema sigulente:

Procesc Resultado

Pardmetro bioldgico

Marcaje fluorescente ——————mmwemmm———-—-———— >
Deteccién y amplificacidn =w—m—m————eeeea- >

Digitalizacidn -————-=wmmmmmee o e — e m e e >
Histogramadeclasificacidn

1.11.1.- Estructura de un citdmetroc de flujo

Un equipo de citometria de flujo se puede dividir en los
siguientes componentes:

1. Un sistema de emisién de luz para producir la excitacién de

los fluorocromos utilizados como marcadores. Esto se logra con
ldmparas de mercurio o xendn o con el laser. Este Ultimo produce
un rayo de 1luz coherente, planc polarizado, intenso ¥y
monocromdtico. El1l tipo de laser condiciona el tipo de
fluorocromos utilizables, siendo el m&s usual el argdn iénico.

2. Un médulo de andlisis donde se recogerd tanto la 1luz



- 51=-

dispersada por las células como la fluorescencia emitida por los
fluorocromos. Cada rango de longitudes de onda correspondiente
a cada uno de los tipos de emisién es convenientemente dirigida
a los detectores apropiados, células fotovoltaicas y fotomul-
tiplicadores, mediante filtros. Los elementos centrales del
médulo de andlisis son: la cémara de flujo y el blogue &Sptico.

La cémara de flujo: en ella tiene lugar la irradiacidn de las
células. Estas son arrastradas mediante un liguido de transporte
gque las hace circular en régimen laminar y de forma secuencial
a través del haz del laser, reduciendo el didmetro de la
corriente de 50 a 100 pum, orden de magnitud del tamafic de las
particulas para ser analizadas. Al pasar una célula por el punto
focal del haz, se producen los fendmenos de dispersién frontal
y ortogonal de la luz, asi como la excitacién vy emisidén de
fluorescencia correspondiente a los fluorocromos gque lleva dicha

célula.

£l bloque éptico: cada uno de los tipos de emisién es recogido
por un emisor de luz; uno colocado frontalmente gque mide la
dispersién frontal y otros tres situados ortogonalmente respecto
al flujo de células y a la direccién de iluminacidén del haz que
miden la dispersién ortogonal y dos tipos de fluorescencia. La
capacidad de medir simultaneamente dos flucrescencias en cada
célula individualmente, pone de manifiesto las importantes
caracteristicas de la citometria de flujo: el andlisis

nultiparamétrico.

3, Un mddulo de amplificacién electrédnica y digitalizacién de la
sefial obtenida en los detectores. Esto conduce a la obtencién de

los histogramas y a su representacién gréfica en un terminal de

ordenador (Esquema 4).
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1.11.2.- Aplicaciones de la citometria de flujo

El tipo de pardmetros a medir y la capacidad de anilisis multi-
paramétrico proporcionan un amplio abanico de aplicaciones de la
citometria de flujo a diversos campos, tanto clinicos como de
investigacién basica., Podemos clasificar los parametros a medir

en dos grandes grupos:

- parémetros intrinsecos: aquellos que no requieren marcar
fluorescentemente a las células, y
- parimetros extrinsecos: aguellos que si necesitan hacerlo.

Como ejemplo de pardmetros intrinsecos podemos citar el tamafio
celular, la estructura externa, la granularidad o el contenido
en pigmentos, mientras que, el contenido en DNA, la relacidn de
bases y la estructura de la cromatina son algunos ejemplos de

pardmetros extrinsecos.

Dada la gran variedad de fluorocromos existentes y las posibi-
lidades de combinacién que ofrecen, se puede obtener una amplia
informacién tanto estructural como funcional de las poblaciones

celulares.
1.12.- Ciclo de divisidn celular

Para conseguir la multiplicaciédn por divisidn, las células de
cualquier tejido abandonan el estado quiescente (GO) para entrar
y proceder a través del ciclo celular. Esto supone una serie de
pasos consecutivos que culminan en la divisidn mitdtica. El cliclo
celular se divide en cuatro fases: Gl, 8, G2 y M.

G1 es una fase de latencia que precede a la replicacién del DNA,
y las células en Gl tienen el mismo contenido en DNA que las GO.
Durante la fase 8 (sintesis) del cicle celular, se verifica la
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duplicacién del DNA. En un momento dado de muestreo de una
poblacién tumoral celular, algunas células se encuentran al
comienzo y otras finalizando la replicacién del DNA, de manera
que la distribucién de las células respecto a su contenido en DNA
varia desde el contenido 2c de la fase G0/G1 hasta dos veces este
contenido (4c) de la fase G2M. La fase G2 con dos veces el
contenido G0/Gl1 de DNA es de nuevo una fase de latencia gue
precede a la mitosis sin cambios en el contenide de DNA. Esta
preparacién para la divisién incluye la reparacién de las
lesiones de DNA causadas por replicacién defectuosa o por agentes
genotéxicos. Finalmente, las cé&lulas entran en divisién en la
fase mitdtica (M) y las células hijas vuelven a la fase GO (fase
quiescente} o a la fase G1 (Vielh y col, 1991).

Desde el punto de vista clinico o toxicolégico, el ciclo celular
puede ser analizado bajo tres aspectos: por medida estadistica
de la proporcién de células en fase S (contenido en DNA); por
medida funcional de la fraccién de células que puede incorporar
precursores del DNA (sintesis del DNA); y por medida cinética de
la duracidn del ciclo celular completo o de sus diferentes fases.
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ilustrada en B. (D) Distribucién analitica del DNA en una

poblacién de células.
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1.12.1- Andlisis del DNA por citometria de flujo

Para el andlisis del DNA se emplean fluorocromos intercalantes
o fluorocromos no intercalantes. Los flucrocromos intercalantes,
tales como el yoduro de propidio o el bromuro de etidio, forman
complejos con la doble hélice de DNA por intercalacidn entre los
pares de bases. Para los complejos formados con el yoduro de
propidio, las longitudes de onda de maxima excitacidén y emisidn
son 545 y 623 nm, respectivamente,

Entre los numerosos métodos descritos para la tincidén del DNA
(Crissman y col, 1979), en el presente trabajo se ha utilizado
la técnica de Vindelov y col (1983), gqgue utiliza el yoduroc de
propidio. Este fluorocromo presenta, sobre otros, las propiedades

siguientes:

1.~ Es muy estable y puede ser excitado por un laser de argdn
standard.

2.- Produce histogramas con un coeficiente de variacién bajo y
permite el cdlculo de la actividad proliferativa.

3.- Emite en la regién naranja-roja del espectro, permitiendo asi
el andlisis simultaneo del DNA y de antigenos celulares con
anticuerpos marcados con isotiocianato-fluoresceina.
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1.13.~- Objetivos del trabajo

En hepatocitos aislados de rata después de la administracién de
una doslis de 6,6 mmoles/Kg de ticacetamida se ha estudiado el
proceso de regeneracidn hepAtica inducida por xenobidticos. La
proliferacién de los hepatocitos surge inmediatamente después de
la iniciacidn de la necrosis y alcanza su madximo a las 48 horas
de la administracidn del hepatotédxico (Cascales y col, 19%2a).
Como se han descrito recientemente cambios en la expresién de
algunos enzimas glucoliticos en hepatomas (Loiseau y col, 1988}
y durante la regeneracién post hepatectomia (Rosa y col, 1990},
uno de los objetivos de esta Memoria Doctoral ha sido determinar
el comportamiento de los hepatocitos post necréticos aislados
de ratas a las 48 horas de la administracién del hepatotéxico
ticacetamida, frente a sustancias hormonales (glucagdn e
insulina) y agentes mitogénicos (PMA y bombesina).

Trabajos recientes (Martin-Sanz y col, 1%87a y 1989%a) han
demostrado que los hepatocitos fetales contienen una forma de
PFK-2 que no responde a la inactivacién dependiente del glucagén,
tipica de los hepatocitos adultos (Hue y Rider, 1987). Los
hepatocitos fetales necesitaron al menos 45 minutos para que el
efecto inhibidor del glucagén sobre la PFK-2 alcanzara la mitad
de su efecto maximo, lo gue indica que la forma adulta de este
enzima se induce rapidamente después del nacimiento. Petersen y
col (1987), han sugerido que uno de los estimulos de la
regeneracién hepética son los elevados niveles de glucagdn
similares a los encontrados en higado fetal.

La unién del glucagdén a su receptor estimula la actividad de la
adenilato ciclasa, enzima ligado a la membrana, que forma AMP
ciclico (cAMP), metabolito gque activa la proteina gquinasa
dependiente del cAMP. Esta protefna quinasa es el enzima gque
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fosforila el sistema de la fosfofructoguinasa 2 (PFK-2) desac-
tivandolo en el sentido de formacién de fructosa 2,6-bisfosfato
(Fru(2,6}P;). La Fru(2,6)P,, el regulador mis importante de la
glucdlisis y la gluccneogénesis hasta ahora conocido (Hue y col,
1987), es un activador alostérico de la fosfofructogquinasa 1
{PFK-1) ¥ cualguier elevacidén en la concentracién intracelular
de este metabolito tiene la propiedad de activar la glucélisis
e inhibir la gluconeogénesis. Por otra parte, los hepatocitos
fetales contienen una forma de PFK-2 incapaz de mostrar res-
puesta alguna frente a la inactivacién, dependiente del glucagdn,
que exhiben los hepatocitos adultos (Martin-Sanz y col, 1987.
También se ha descrito que la PFK-2 de higadc en regeneracidn
exhibe un comportamiento cinético similar al encontrado en el
enzima fetal (Rosa y col, 1990).

Para diagnosticar el modelo experimental de necrosis y regene-
racién hepatica inducidas por tioacetamida, se han realizado las
pruebas siguientes:

- morfologia de cortes de higado.

- enzimas en suero marcadores de necrosis (GOT, GPT e ICDH).

- enzimas en suero (GGT) y en higado (GST) marcadores de lesién
hepética.

- concentraciones intracelulares de glutation, malondialdehido
y calcio, como marcadores de peroxidacién lipidica y alteracién
de las membranas,

- determinacién de propiedades fisicas de las diferentes
poblaciones de hepatocitos.

- cuantificacién del DNA genémico en poblaciones de hepatocitos
y su distribucién entre las fases del ciclo de divisién
celular.

- efecto mitogénico del suero de ratas tratadas con tiocacetamida
sobre cultivos secundarios de fibroblastos, por incorporacién

de timidina tritiada.
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- modulacidén de la actividad {(hormonas y mitégenos) de la PFK-2
en cultivos primarios de hepatocitos de rata obtenidos a las
48 horas de la administracién del hepatotéxico.

- efecto in vive del glucagdén sobre actividades de enzimas gluco-
liticos clave como las hexoguinasas, la PFK-1 y la piruvato
guinasa.

Al abordar este trabajo, ademds de diagnosticar el modelo
experimental de necrosis y regeneracién inducidas por el
hepatotéxico, nos propusimos demostrar la similitud en el
comportamiento tanto a nivel enzimidtico como citométrico, entre
los hepatocitos fetales y los hepatocitos en regeneracidn post
necrética y establecer con ello un medelc donde evaluar la
accién tdxica de sustancias de interés farmacoldgico.
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2.- MATERIAL Y METODOS

2.1.- Aparatos

- Autoclave Autester-G.

- Balanza de precisidén y granatario Sartorius, modelos 1203 MP
y 1207 MP-2, respectivamente.

-~ Bafio termostatizado Heto-Denmark.

-~ Bafio termostatizado con agitacién Unitronic 320 OR.

- Bafio termostatizado hasta 100 2C Precisterm S8-140,

- Bomba de perfusidn Miniplus-2 de Gilson.

— Bomba de filtracién en vacio Milipore.

- Camara de contaje de cé&lulas Neubauer.

- Campanas de flujo laminar Telstar S.A,

- Centrifuga Heraeus Eppendorf Biofuge 13.

~ Centrifuga refrigerada Heraeus, modelo Minifuge T.

- Centrifuga refrigerada Kontron, modelo Centrikon H-401.

- Citémetro de flujo FACStar plus {Becton-Dickinson, Sunnyvale,
Cca), equipado con un laser de argén de 3 W (Coherent, Palo Alto
ca) y un ordenador Hewlet Packard C-30 (Sunnyvale, Ca).

~ Contador de centelleo LKB Wallac. 1209 Rackbeta.

- Crondmetros Smiths.

- Espectrofotémetro UV-V Kontron, modelo Uvikon 810.

~ Fluorimetro Perkin Elmer, modelo LS-50.

-~ Homogeneizador Ultraturrax Typ 18-10.

- Homogeneizador Tri-R Instruments con motor Braun-Melsungen,
provisto de pistilo de tefldn.

—~ Incubador de células Heraeus.

- Jaulas de plastico de la casa comercial Panlab.

- Lector de placas SLT Labinstruments 340 ATC. Austria, con
impresora Citizem 120D.

- Material quirGrgico: jeringas, pinzas rectas y curvas, tijeras
de diversos tamafios, cédnula de plastico (Braunula 1-G16, Braun

Melsungen AG, RFA), hilo de sutura.
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i

Microcentrifuga Eppendorf, modelo 5414.

Microscopio éptico Wild-Herbrugyg. .

Microscopio de platina invertida Nikon/TMS.

Microtomo de deslizamiento de la. casa comercial Reichert.

i

pHmetro Radiometer Copenhagen, modelo 52.

Pulmén oxigenador de vidrio Afora, modelo U~80622.

Tubos y placas de incubacién estériles de Costar.
- Ultracentrifuga Kontron, modelc Centricon T 2080.

2.2.- Productos

El pienso comercial fue suministrado por Sander, S.A.

Los Acidos y las sales minerales utilizados fueron de las casas
comerciales Merck, Panreac y BDH.

Los sustratos, coenzimas y enzimas fueron suministrados por las

casas comerciales Sigma y Boehringer,

Heparina sbédica de la casa Leo.

i

Solucidn fislolégica de Ibys.

Colagenasa de Boehringer.
Medio MEM de Gibco.
Suero fetal de ternerc, Seromed, Biochrom KG.

i

Insulina y glucagén de la casa Novo.

Bombesina de Sigma Chem Co.
PMA de Sigma Chem Co.
cyclotest Becton Dickinson.

Timidina tritiada de Amersham.

2.3.~ Animales

Se utilizaron ratas macho de tres meses de edad (180 - 220 g) de
la raza Wistar con libre acceso a pienso de la casa comercial
Sanders S.A. y agua, que se mantuvieron en jaulas de plastico
expuestas a un ciclo de 12 horas de luz y control de temperatura.
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La gestacién en ratas hembra de tres meses de la raza Wistar
(180-200 g), para la obtenclén de higados fetales, se controléd
después del apareamiento por los procedimientos convencionales.
A los 22 dias de gestacidn se sacrificaron las ratas por dislo-
cacién cervical y se obtuvo el higado de los fetos a término.

Para la obtencién de los fibroblastos, se partié de huevos
embrionados de pollo incubados durante 10 dias, suministrados por
la Granja Avicola Grau.,

2.4. Tratamiento con ticacetamida

Grupos de ratas se inyectaron por via intraperitoneal con una
dosis subletal de tiocacetamida (6,6 mmoles/kilo), preparada
extemporaneamente disuelta en ClNa 0,9 %. Otro grupo, utilizado
como control, recibié por via intraperitoneal, dosis de 0,5 ml
de ClNa 0,9 %. Los tratamientos se realizaron a primera hora de
la mafiana y cada experimento se repitié cuatro veces.

A determinados tiempos después de la administracién del hepato-
téxica, las ratas se sacrificaron por distintos procedimientos
segln el parametro a evaluar. En unos casos se obtuvo la sangre
y posteriormente el higado, y en otros, las ratas se utilizaron
para la obtencién de hepatocitos por perfusién con colagenasa.

2.5.- Obtencidén de suero y plasma sanguineo

Las ratas se anestesiaron con nembutal (pentobarbital sédico) a
concentraciones de 50 mg/ml (0.5 ml de esta solucidn por rata)
y se heparinizaron por via femoral (25 mg/rata). Pasados unos
minutos se abrid el abdomen del animal y se obtuvo la sangre por
puncién en el corazén, unos 5 ml por rata. la sangre se centri-
fugd a 3000 x g Y se separé el plasma para la determinacién de
actividades enzimdticas marcadoras de necrosis, y para la valora-
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cidn de la glucosa plasmitica.

Los sueros fueron obtenidos tanto de ratas control como de ratas
inyectadas con una dosis subletal de tioacetamida., A diferentes
horas de la administracidén del téxico, las ratas se sacrificaron
por dislocacidén cervical y se extrajo la sangre qgue se mantuvo
a 4 9oC durante 24 horas. Posteriormente, se centrifugd en
Eppendorf a 4 2C durante 15 minutos y el sobrenadante se filtrd
con el fin de obtener los sueros estériles.

2.6.- Obtencién y fijacién de muestras para la preparacidén de
cortes de tejido

Posterior a la extraccién de sangre se obtuvieron muestras de
higado que se utilizaron para su observacién morfolégica. Las
ratags se sacrificaron a las 24, 48 y 72 horas después de la
administracién de una dosis necrogénica de tioacetanida (6,6
mmol/Kg de peso). Las muestras de higado se fijaron en formol al
10 %, posteriormente se deshidrataron en concentraciones crecien-
tes de alcohol y xilol y se incluyeron en parafina. Se realizaron
cortes de 7 micras que fueron tefiidos con una mezcla de hematoxi-
1ina-eosina seqgin el siguiente método:

- pesparafinacién e hidratacion.

— Tincién con hematoxilina al 10% durante 7 minutos.
- Lavado dos veces en H0 destilada.

- Tincidén con eosina al 4 % durante 45 segundos.

- Lavado dos veces en H,0 destilada.

- Deshidratacién y montaje.

Reactivos:

Hematoxilina de Carazzi (H)0 destilada 800 ml; glicerina 200 mlj
sulfato aluminico potésico 50 gramos; yodato potdsico 0,20 gramos
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y hematoxilina 1 gramo).

Eosina pura (eosina 1 gramo y H,0 destilada 100 ml).
Eosina 4 % (eosina pura 40 ml y K0 destilada 960 ml).

2.7.- Aislamiento de hepatocitos

A distintos tiempos después de la inyeccién intraperitoneal se
aislaron los hepatocitos adultos, tanto de las ratas tratadas con
ticacetamida como de las ratas control. El aislamiento se llevd
a cabo por el método clisico de perfusién hepdtica con colagenasa
(Hue y col, 1978). Los hepatocitos fetales se obtuvieron mediante
una técnica de disgregacidén hepética en medio con colagenasa
(Martin-Sanz y col, 1987a).

2.7.1.~- Obtencidén de hepatocitos adultos

El aislamiento de los hepatocitos se llevé a cabo por perfusidn
in situ del higado de rata adulta con medio Hepes con colagenasa,
de acuerdo con el método de Krebs y col (1974) modificado por Hue
y col (1975 y 1978). Este mé&todo permite obtener hepatocitos con
un elevado grado de viabilidad.

L.as ratas se anestesiaron con Nembutal (pentobarbital sédico)
disuelto en solucidn salina (ClNa al 0,9 %), por via intraperi-
toneal en dosis de 50 mg/Kg. La heparinizacién se realizd por via
femoral (0,5 ml de heparina Leo al 1 %). Posteriormente se proce-
did a la apertura de la regién abdominal y se introdujo en la
vena porta una cénula de plastico (Braunula 1-G 16, Braun Melsun-
gen AG, RFA), due se fijé por medio de dos ligaduras con hilo de
sutura. La canula se conecté al catéter que hizo fluir el medio
a través del higado. Para facilitar el drenaje se produjo una
abertura en la vena cava inferior e inmediatamente se abrié la
cavidad tordcica y se realizd un orificioc en el atrio derecho del
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corazén por el cual se introdujo otro catéter de pldstico y se
cerrd la abertura de la vena cava inferior. Se desecharon los
primeros 200 ml del medioc de perfusién con el objetc de eliminar
la sangre y lavar el higado, y a los 100 ml restantes, se le
adicionaron 65 mg de colagenasa (0,15 U/mg Boehringer) y Cl,Ca
5 mM, cerradndose en este momento el circuito para iniciar 1la
recirculacién. Tras 15 minutos de perfusidn con el medio con
colagenasa, se procedid a la diseccién y disgregacidén del higado.
La suspensién asi obtenida se filtrd a través de gasa para
eliminar los trozos no digeridos, y se centrifugd a baja
velocidad (a 50 x g, 2 minutos). El sedimento de células se
resuspendié y centrifugd para eliminar los restos de membranas.
Fsta Gltima operacién se realizd dos veces. La viabilidad de los
hepatocitos se determind mediante tincién de exclusidén con una
solucién de Azul de Trip&n (0,2 % en suero salino). El contaje
de las células se realizé en una camara de Neubauer. La viabi-
1idad de las células se ccnsiderd &ptima cuando didé valores

superiores al 90 %.
2.7.2.- Obtencién de hepatocitos fetales

Porciones de 3 g de higados de fetos a término (22 dias de gesta-
cién) se trocearon hasta conseguir una papilla homogénea que se
dispuso en un matraz erlenmeyer, previamente lavado con BSA al
1 %, con 15 ml de medio Krebs-Henseleit y 75 pl de EGTA 100 mM
y se incubdé durante 30 minutos en bafio a 37 oC con agitacidén y
gaseo con 0,/CO;, (95 %/5 %). Posteriormente se centrifugd la
mezcla (2 minutos a 50 X g) Y se elimind el sobrenadante por
aspiracién. Al sedimento asi obtenido se le afiadieron 15 ml de
medio Krebs-Henseleit con 0,5 mg/ml de colagenasa y Cl,Ca 2,55 mM
y la mezcla se mantuvo en incubacién durante una hora en bafio a
37 2C con agitacién y gaseo. A continuacién la mezcla se filtrd
y se centrifugé (a 35 x g, 4 minutos) y una vez eliminado el so-
brenadante por aspiracidn, se resuspendidé el sedimento en 10 ml
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de medio Krebs-Henseilet. La suspensién se filtrd sucesivamente
por mallas de nylon de diferente poro (200, 100 y 60 um) centri-
fugando cada vez, desechando el sobrenadante y resuspendiendo el
sedimento con 10 ml del mismo medio.

2.7.3..- Condiciones de cultivo de hepatocitos

Los hepatocitos aislados de ratas tratadas con tioacetamida y
ratas controles se dispusieron en cantidades de 1 x 10° en placas
de cultivo de 1,5 cm de diidmetro previamente recubiertas de
coldgeno {(Martin-Sanz y col, 1989a), las cuales contenian 1 ml
de Dulbecco’s modified Eegle medium (DMEM) con 2 % (p/v) de
suero fetal de ternero (FCS). Las placas se incubaron a 37 2C
durante dos horas en aire con €0, al 5 % para facilitar la inser-
cién de las células. Inmediatamente después, el medio junto con
las cé&lulas no insertas, se elimind por aspiracién, se lavaron
las placas con 1 ml de medio DMEM y se afladié finalmente 1 ml del
mismo medio adicionado de albimina de suero bovino, exenta de
dcidos grasos, al 2 % (p/v), y los hepatocitos en cultivo se
mantuvieron en incubacién durante 2 y 4 horas. La adicidn de
hormonas y mitégenos se realizé de tal manera que el volumen
total del medio no se viera afectado en mis de un 2 %. El éster
de forbol (PMA = forbol 12-miristato 13-acetato) se prepard en
dimetil sulfdéxido (DMSO) (1 mg/ml). Las hormonas Yy nitégenos
{insulina, glucagdny bombesina) se disolvieron en agua destilada
en las concentraciones apropiadas y se filtraron en condiciones
estériles (tamafio del poro 0,22 um). A los tiempos indicados, se
elimin® el medio mediante aspiracién y la capa celular se utilizé
para la determinacidn de actividades enzim&ticas y metabolitos.
para determinar la concentracién de fructosa 2,6-bisfosfato, las
células se extrajeron con 0,4 ml de NaOH 50 mM y la suspensidn
resultante se mantuvo durante 10 ninutos en un bafio a 80 2C. Para
la evaluaciédn de las actividades enzimaticas, las células se
lavaron con el medio original (sin suero ni albGmina) y mediante
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raspado con una espdtula, se extrajeron en 1 ml de la mezcla de
FNa 100 mM, EDTA 1mM, ditiotreitol 1 mM y fosfato potédsico 20 mM
a pH 7,4.

2.7.4.~- Preparacién de suspensiones de hepatocitos para estudios

citométricos

Los hepatocitos se aislaron de ratas adultas tratadas con
ticacetamida y controles por el método de perfusidén hepética con
colagenasa, segln se explicd en el apartado 2.7.1. de Mé&todoes.
Los hepatocitos fetales se alslaron de fetos a término por el
método de Martin-Ssanz y col (198%a), gque se explicd en el
apartado 2.7.2 de Métodos. Las diferentes muestras control,
tioacetamida 24, 48 y 72 horas y fetales se suspendieron en
paraformaldehido al 0,3 %.

2.8.- Obtencién de fibroblastos de embridn de peollo

Los fibroblastos se obtuvieron a partir de huevos embrionades de
pollo siguiendo el método de Hunter (1979) . Una vez incubados los
huevos durante dos semanas se dispusieron en una campana de flujo
laminar, previa esterilizacién de la céscara con alcohol al 70%,
para evitar posibles contaminaciones. Con unas pinzas estériles
se golped la céscara de la parte superior hasta romperla y abrir
un hueco. Con otras pinzas se separd la membrana embrionaria y
se extrajo el embrién depositandolo en una placa estéril. Una vez
eliminada la cabeza, el resto del embrién se transfirid a un tubo
estéril donde se homogenizé manualmente con una espdtula hasta
l1a obtencién de una papilla homogénea. Llegado a este punto, se
adiciond tripsina (0,05 %) y PBS previamente calentados a 37 8C
y la suspensién asi obtenida se agitd con una pipeta con el fin
de separar las células de la matriz celular. Cuando la mezcla
estuvo homogénea, se transfirié el sobrenadante a un tubo en
hielo conteniendo suerc fetal de ternero (FCS), evitando asi la
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posterior digestién de las células en suspensién. Al tejido
restante se volvié a afiadir PBS y se repitid el procedimiento 3
& 4 veces mis. La suspensidn celular asi obtenida se centrifugd
a 800 rpm durante 10 minutos y el precipitado se resuspendié en
medio Dulbecco’s modificado (DMM) con 10 % de FCS.

2.8.1.~ Condiciones de cultivo de fibroblastces

para favorecer la insercién de las células, los fibroblastos
obtenidos se dispusieron en placas de cultivo de 1,5 cm de
didmetro y se mantuvieron a 37 2C en un incubador en atmdsfera
de aire con CO, al 5 %. Después de varios dias, se aspird el
medio y se adiciond PBS procediéndose al lavado de las placas.
Poste_riormente, se adicioné tripsina y se dejé actuar durante
1 & 4 minutos. Al cabo de este tiempo, se adiciond de nuevo PBS.
cuando la monocapa presentd un aspecto granular, sefial de que las
células se han despegado, se recogié el medic en un tubo estéril
que se centrifugé a 800 rpm durante 10 minutos. El precipitado
obtenido se resuspendidé en DMM con 10 % de FCS y se sembrd en
placas de 96 pocillos a razdn de 50.000 cé&lulas por pocillo.

2.9.- ndicién de suerc de rata y determinacidén de la incorpora-
cién de timidina tritiada en cultivos de fibroblastos

Después de 2 & 3 dias, en los cultivos secundariocs se aspiré el
medio y se afiadid medio fresco adicionado de FCS al 0,2 % (foetal
calf serum) . Después de 2 horas de incubacién se afiadieron los
sueros estériles procedentes de ratas tratadas con tioacetamida
al 0, 2, 5y 10 ¥ y se incubaron durante 24 horas. Pasado este
tiempo, se eliminé el medio por aspiracién afiadiendo medio fresco
adicionado de FCS al 0,2 % y 0,1 uCi de ‘H Timidina por po-
cillo. Al cabo de 24 horas se aspird el medio y se lavaron todas
las placas con PBS y se procedié a la adicidén de los reactivos

necesarios para recoger las células; para ello se afiadié NaOH
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10 mM y SDS 0,1 %, lavandose la capa celular dos veces con agua.
Todo ello se transfirié a tubos donde se afiadié 1-2 ml de Acido
tricloroacético al 10 %. Después de 15 minutos a 4 ac, se fil-
traron. Se secaron los filtros y se mantuvieron a 4 2°C durante
24 horas para evitar fendmenos de quimioluminiscencia. Pasado
este tilempo se midid la radiactividad en un contador de

centelleo.

2.10.~ Preparacién de extractos hepdticos y fracciones subcelu-
lares

Muestras de 200 mg de higado control y tratado con tiocacetamida,
se homogenizaron en ultraturrax con 9 voltGmenes de NaOH 50 mM ¥y
el homogenado se calentd en pbafio a 80 9C durante 10 minutos. El
extracto obtenido después de centrifugar en Eppendorf se utilizd
para la determinacidn de las concentraciones de fructosa 2,6-bis
fosfato y de lactato.

Muestras de 1 g de higado se homogenizaron en ultraturrax durante
1 minutos con 5 ml de &cido tricloroacético {TCA) al 5 %, Una vez
decantado el sobrenadante se volvié a extraer el sedimento con
otros 5 ml de TCA al 5 % y ultraturrax durante otros 3 minutos.

Después de centrifugar (15 minutos a 3000 X g) se reunieron los
sobrenadantes y en ellos se determinaron las concentraciones de

glucdgeno y glucosa.

Muestras de 2 g de higado se homogenizaron en frio, en vaso con
pistilo de tefldn, con 8 ml de EDTA 0,5 mM, FNa 50 mM, DTT 1 mM
y Tris 20 mM pH 7,6 ¥ posteriormente el homogenado se centrifugd
a 105.000 x g durante 45 minutos., En el sobrenadante obtenido
(fraccién soluble) se evaluaron las actividades de la piruvato
guinasa (PK}, fosfofructogquinasa-1 (PFK-1}, fosfofructoguinasa-2

(PFK-2)} y glucdgeno fosforilasa a (GPa).
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Muestras de 1 g de higado se homogenizaron en frio, en vaso de
pistilo de tefldn con 4 ml de POKH;, 1 M de pH 6,5. Después de
centrifugar a 10.000 rpm durante 30 minutos, en el sobrenadante
obtenido se evaludé la actividad de la glutaticn S-transferasa.

Muestras de 1 g de higado se homogeneizaron con 8 ml de sulfo-
salicilico al 5 %. Después de centrifugar a 10000 x g durante 20
minutos, se utilizaron los sobrenadantes para la medida espectro-
fotométrica a 412 nm del glutation total.

2,11.- Determinacién de actividades enziméticas

Las determinaciones enzimidticas se llevaron a cabo en las frac-
ciones soluble del extracto hepatico, en condiciones dSptimas de
pH y temperatura, a saturacidn de sustrato y cofactores. La
reaccién fue previamente termostatizada a 25 2C, y en todos los
casos se siguid una cinética de orden 0, al menos durante 2 min.

Las actividades enzimdticas se determinaron directamente por
reacciones acopladas a la oxidacién-reduccién del par NAD"/NADH,
siguiendo el cambio de densidad 6ptica a 340 nm, y empleando en
ljos cAlculos un coeficiente de extincidén para el NADH = 4,6 X
10 M!' cm' (extincién de 1 pmol de NADH en 1,35 ml de solucién).

2.11.1.- é=-fosfofructo 2-quinasa (PFK-2)

La actividad de la PFK-2 se determiné de acuerdo con el siguiente
protocolo : los extractos celulares se fracclonaron después de
precipitar con polietilen glicol al 15 % (Martin-Sanz y col,
1989a) . Los precipitados se resuspendieron en el medio de extrac-
cién (POH;K 20 mM, EDTA 1 nM, C1K 100 mM, DIT 1 mM y FNa 50 mM)
y la actividad de la PFK-2 se evalud a pH 6,6, en presencia de
ATP-Mg 5 mM y fructosa é-fosfato 1 mM, y a pH 8,5 en presencia
de ATP-Mg 5 mM y fructosa 6-fosfato 5 mM. La fructosa é6-fosfato
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estuvo en proporcidén 1:3 con la gluccosa 6-fosfato para prevenir
cambios en su concentracidén. Después de afiadir NaQH 50 mM y de
calentar 15 minutos a 80 9C, se midié la concentracién de
fructosa 2,6~bisfosfato por el método de Van Schaftingen (1984).

Las medidas a los dos pH se realizaron para determinar la acti-
vidad PFK-2 total y la actividad PFK-2 activa, correspondiente
a la forma no fosforilada. Basandose en las caracteristicas ciné-
ticas del enzima, a pH 8,5 las dos formas tienen la misma activi-
dad, mientras que, a pH 6,6 la forma fosforilada es practicamente
inactiva en las condiciones del ensayo.

2.11.2.- Lactato deshidrogenasa (LDH)

La medida de la actividad LDH se llevé a cabo en fraccidn soluble
de higado de rata, siguiendo el método descrito por Vasault
(1987), determinando espectrofotometricamente la disminucién de
absorbancia a 340 nm por desaparicién de NADH segln la reaccidn:

Piruvato + NADH =--r—===ww=-—=—c-=== > Lactato + NAD'

L.a concentracién de los reactivos en la cubeta fué la siguiente:

Tris-ClH pH 7,6 50 mM, piruvato 4 mM y NADH 0,2 mM.
2.11.3.~ Glucégeno fosforilasa a (GPa)

La actividad de la glucdgeno fosforilasa a se determind por el
método de Stalmans y Hers (1975) de acuerdo con el siguiente
protocolo: a 100 ul de la fraccién soluble hepética se le afiadie-
ron 100 xl de la mezcla formada por: glucosa 1-fosfato 50 mM, FNa
100 mM, glucégeno 1 %, cafeina 0,5 mM y Pipes 10 mM pH 6,1. Se
dejé incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos y se
afiadieron 0,5 ml de dcido tricloracético al 10 % para detener la
reaccién. La mezcla se centrifugd a 2000 x g durante 15 minutos
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¥ en el sobrenadante obtenido se determind colorimetricamente la
cantidad de fosfato formado seglin el método descrito por Fiske
Yy Subbarow {1929), con molibdato aménico al 2,5 % en H,80,
{crom&égeno oxidado) y Acido l-amino-2-naftol-4-sulfénico (agente

reductor) realizando la lectura de absorbancia a 660 nm.

2.11.4.- 6-fosfofructo 1-guinasa (PFK-1)

I.a actividad de la PFK-1 se determiné en fraccién soluble hepéd-
tica de acuerdo con el método de Bergmeyer (1984), determinando
la disminucidn de absorbancia a 340 nm por desaparicién del NADH,
en presencia de fructosa é-fosfato.

I,a reaccidén catalizada es:

Fructosa-6-P ~-;;;-—-<;;—--> Fructosa 1,6-difosfato
ATP ADP

Fundamento:

Fosfofructoguinasa .
Fructosa~6-pP —w=—m——w——=momero——o== > Fructosa-difosfato (1)

Aldolasa
Fructosa-difosfato —-==—m-—== > Gliceraldehido 3-fosfato +
Dihidroxiacetona-fosfato (2)

Triosa fosfato .
Gliceraldehido=3~ ==—=—==w==-===== > Dihidroxiacetona-fosfato (3)
fosfato isomerasa

A~glicerolfosfato
deshidrogenasa
Dihidroxiacetona= --—---—camxI7-=""""" > o ~glicerolfosfato (4)
fosfato .
NADH NAD
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La reaccién problema (1), se acopla sucesivamente con la (2) vy
la (3), cuya misién es proporcionar el sustrato para la reaccidn
indicadora (4). La oxidacién de NADH en la reaccidn (4) se puede
medir espectrofotometricamente por la disminucién de densidad
éptica a 340 nm. La reaccidn (1) es practicamente irreversible,
por lo que la reaccién total est4d ampliamente desplazada hacia
la derecha, de manera que la oxidacién de NADH es reflejo cuanti-
tativo de la actividad fosfofructogquinasa, Como por cada nol de
fructosa-6-fosfato transformada se originan dos equivalentes de
NAD hay que dividir por dos la diferencia en la densidad dptica
obtenida.

La concentracién que los diferentes reactivos alcanzaron en la
cubeta resultd ser: Tampdn Tris-ClH pH 7,6 50 mM, MgCl, 5 mM,
ATP/MgCl, 0,29 mM, NADH 0,21 mM, FGP 1,85 mM, aldolasa 7,4 ug,
TIM/GDH 7,4 ug.

2,11.5.~ Piruvato quinasa (PK)

La actividad de la PK fue evaluada en la fraccién soluble
hepdtica siguiendo el método de Fujii y Miwa (1987) determinando

1a disminucién de absorbancia a 340 nm por desaparicién del NADH.

La reaccidn que cataliza es:

Fosfoenolpiruvato + ADP =—=m—--== > piruvatoc + ATP
Fundamento:

Fosfoenolpiruvato ——-:;;—-«:::——-> Piruvato (1)
ADP ATP

Piruvato --i;;»—aqq:——> Lactato (2)
NADH NAD
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Consiste en acoplar la reaccién problema (1) con una reaccidn
indicadora (2). La reaccidén (1) es irreversible, mientras que en
la (2), aunque reversible, su equilibric estad fuertemente despla-
zado hacia la formacidén de lactato. Por tanto, la velocidad de
oxidacién de NADH es practicamente igual a la de reaccién (1).
La reaccidn se sigue espectrofotometricamente por evaluacidn de
la disminucién en la densidad &ptica a 340 nm.

La concentracidn que los diferentes reactivos alcanzaron en la
cubeta resultd ser: Tampdn Tris ClH pH 7,4 50 mM; MgCl, 54 mM
PH 7,4; NADH 0,21 mM; ADP 0,9 mM pH 7; PEP 1,25 mM pH 7; KCl
70 mM, LDH 7,4 ug.

2.11.6.- Hexoquinasas (HK)

El perfil de las hexoquinasas fue determinado en fraceidn soluble
de acuerdo con el método de Bergmeyer (1984}, en el que la forma-
ciédn de hexosa-fosfato se acopla a la reaccién catalizadora por
la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa en presencia de NADP.

La reaccidén catalizada es:

Hexosa + ATP =w=we=m—- > Hexosa-P + ADP

Fundamento:

Consiste en acoplar la fosforilacién de la hexosa (fructosa o
glucosa) (1 y 2) con dos deshidrogenasas dependientes del NADPY,
la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (3) y la 6-fosfogluconato

deshidrogenasa (4).

Hexoquinasa
Fructosa + ATP —=~=w=me—w—=—- > Fructosa-6-fosfato + ADP (1)

l Fosfoglucosa isomerasa



-7 G

Glucoquinasa
glucosa + ATP ——=====—==wm—= > Glucosa-6-fosfato + ADP (2)

Glucosa-6-fosfato —-—-==uw—-—-- > 6-fosfogluconato (3)
NADP NADPH

6-fosfogluconato —=——=z=og-=- > Ribulosa-5-fosfato + CC, (4)
NADP NADFH

La formacién de NADPH se evalia espectrofotometricamente por el
incremento de la absorcién a 340 nm. Cada molécula de hexosa-
fosfato se corresponde con dos equivalentes de NADPH, por lc cual
las variaciones en densidad éptica obtenidas han de dividirse por

dos a la hora de realizar los cldlculos.

La concentracién que los diferentes reactivos alcanzaron en la
cubeta resultd ser: Tris-ClH pH 7,6 40 mM, cl,Mg 7,4 mM, ATP/Mg
7,4 mM, NADP 0,33 mM, G6PDH 7,4 ug y 6PGDH 7,4 ug. A concentra-
ciones de glucosa 100 mM se determind la actividad de la gluco-
guinasa. Las otras hexoquinasas se determinaron con fructosa
33 mM y glucosa 0,5 mM.

Cuando la actividad hexoguinasa se determiné con fructosa 33 mM
como sustrato, la fructosa 6-fosfato que se forma en la reaccidn
(1) se convierte rapidamente en glucosa 6-fosfato por efecto de
la actividad fosfoglucosa isomerasa presente en grandes concen-
traciones en homogenados hepdticos.

2.11.7.- Glutation S8-transferasa (G8T)

La actividad de las GST se determind segin el método de Habig y
col (1974), midiendo la variacién de absorbancia a 340 nm con
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glutation reducido 0,1 mM y 1-cloro 2,4-dinitrobenceno 0,1 mM,
segn la reaccién:

NOQ 02
ozu@m + GSH m--=-m—m————- > ON s¢ + HCl

La concentracién que los diferentes reactivos alcanzaron en la
cubeta fue la siguiente: 1-Cloro 2,4-dinitrecbenceno 0,5 mM;
Glutation 0,5 mM; fosfato potésico pH 6,5 0,5 M.

2.11.8.- Actividad gamma-glutamil transferasa (GGT)

En sueros de ratas control y ratas tratadas con ticacetamida se
midié la variacién de absorbancia a 405 nm utilizando Tris 125mM
pH 8,5, glicilglicina 75 mM y gamma-glutamil-p-nitroaniliida 5 mM,
segln el método de Wahlefeld y Bergmeyer (1987).

La gamma-glutamil transferasa cataliza la transferencia de un
grupo gamma-glutamilo de la gamma-glutamil-p-nitroanilida a un
dipéptido aceptor, la glicilglicina. La velocidad de formacidn
de p-nitroanilida determinada a 405 nm, es proporciocnal a la
concenh;racién catalitica de gamma-glutamil transferasa en la

muestra ensayada.

gamma-glutamil-p-nitroanilida + glicilglicina —==w—==--=- >
------- >p-nitroanilida»+gamma—glutamil—glicilglicina.

2.11.9.~ Glutamato oxalacetato transaminasa (GOT)

La actividad de este enzima se determind espectrofotometricamente
en suero midiendo la disminucién de la densidad dptica a 340 nm,
producida por la oxidacidén del NADH a NAD* en la reaccidn acopla-
da de reduccién del oxalacetato a malato, catalizada por la
malato deshidrogenasa (Rej y Horder, 1984), seglin el siguiente

proceso:



oxalacetato ==-—-—--—=zZ=SuT-w"="T"" > malato

La concentracién que los diferentes reactivos alcanzaron en la

cubeta fue la siguiente:

Tampén fosfato pH 7,6 0,8 mM; NADH 0,2 mM; 2-oxoglutarato pH 7
15mM; aspartato 0,8 mM y malato deshidrogenasa 20ug.

2.11.10.- Glutamato piruvato transaminasa. (GPT)

La actividad de la GPT se determind espectrofotometricamente
midiendo la disminucién de absorbancia a 340 nm, producida por
1a oxidacién del NADH a NAD* en la reaccién acoplada de reduccidn
de piruvato a lactato catalizada por la lactato deshidrogenasa
{Horder y Rej, 1984) segin el esguema siguiente:

2-oxoglutarato + alanina =—w=-====== > glutamato + piruvato

lactato deshidrogenasa
piruvato ----===---=oS=gr-TTeTTT > lactato

La concentracién de los diferentes reactivos en la cubeta es la
siguiente: Tampdn fosfato pH 7,4 80 mM, 2-oxoglutarato 15 mM,
alanina 80 mM, NADH 0,2 mM ¥ lactato deshidrogenasa 10 ug.
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2.12.~ Daterminacién da la concentracién de metabolitos

La determinacién de la concentracién de metabolitos se llevd a
cabo segln las técnicas que a continuacién se describen para cada

uno de ellos.
2.12.1.~ Fructosa 2,§-bisfosfato

La Fru 2,6-P, se determind en hepatocitos aislados y en extractos
hepaticos de ratas contrel y tratadas con ticacetamida por el
método de Van Schaftingen (1984), mediante una determinacién
espectrofométrica a 340 nm basada en el poder estimulador de la
fructosa 2,6-bisfosfato sobre la actividad de la fosfofructo-
quinasa-1 (PFK-1l) patrcialmente purificada a partir de patata.

El fundamento de la reaccién es el siguiente:

Fru 6-P + PPl =-=-=m===- > Fru 1,6-P, + P1 (1)

Gliceraldehido 3-P

Aldolasa /

Fru 1,6=P, ===w=c==-= Tricsa P isomerasa (TIM) (2)

Dihidroxiacetona fosfato

GDH
2 dihidroxiacetona fosfato “_;;;'-g::f“> 2 glicerol 23-P {3)
NADH NAD?

La purificacién de la PFK-1 se llevd® a cabo de la siguiente
forma: 1000 g de patatas peladas se homogenizaron en turmix con
2 litros de tampdn preparado con: Hepes 20 mM, acetato potéasico
20 mM v ditioceritritol (DTT) 2 mM a pH 8,2, a 4 29C, La mezcla se
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filtrd a través de gasa y al filtrado resultante se afiadié piro-
fosfato sédico 2 mM y Cl,Mg 2 mM ajustando el pH a 8,2, a 4 2C.

Posteriormente se calentd en bafio a 70 eC y cuando la solucidn

alcanzéd los 59 ¢C se mantuvo a esta temperatura durante 15

minutos. Una vez enfriada la mezcla a 4 9C, se ajustd a pH 7 con
dcido acético.

A continuacidn se afiadidé a la mez¢la poco a poco polietilenglicol
6000 sé&lido al 6 % y se mantuvo en agitacién durante 15 minutos.

La mezcla resultante se dej6é a temperatura ambiente 10 minutos
v se centrifugdé a 4000 x g durante 10 minutos. Al sobrenadante
se afiadid polietilenglicol 6000 sélido para obtener una concen-
traciédn final del 15 %. Se mantuvo en agitacién durante 15 minu-
tos y se dejd a temperatura ambiente 10 minutos. Se centrifugd
a 4000 x g durante otros 10 minutos y se recogid el precipitado
en 100 ml de Tris 20 mM, ClK 20 mM y DTT 2 mM a pH 8,2,

para la determinacién de la fructosa 2,6-bisfosfato se prepararon
los reactivos siguientes:

a) Tris 200 mM, acetato magnésico 50 mM Yy DTT 50 mM, ajusténdose
el pH a 8,2 con dcetico.

b) La mezcla de 2 ml de aldolasa con 1 ml de TIM/GDH se
centrifugd durante 5 minutos en Eppendorf, eliminidndose el

scbrenadante y reservéandose en hielo.

c) 334 nmg de frutosa 6-fosfato se disolvieron en 8 ml de agua;
se afadidé perclérico 6 % final y la mezcla se mantuvo 15 minutos
a temperatura ambiente. Se adiciond CO;K, hasta pH 7 y los tubos
se enfriaron en bafic de hielo durante 15 minutos. Posteriormente
se centrifugé a 3000 X g durante 5 minutos Yy se recogid el

sobrenadante.
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d) NADH 2 mg/ml.

Finalmente, se mezclaron las cuatro soluciones y se llevaron a
100 ml con H,0 destilada,

2,12.2.~ Glucdégeno

La concentracidén de glucégeno en extractos hepaticos se determiné

por el método de Carrol y col (1956), de acuerdo con el siguiente
pProtocolo:

Muestras de 1 g de higado se homogenizan con 5 ml de &cido
tricloracético al 5 %, durante 3 minutos. Se centrifugan a
4000 rpm durante 15 minutos, se extrae el sobrenadante decantando
¥ el resto se vuelve a homogenizar con 5 ml de &cido tricloracé-
tico al 5 % durante otros 3 minutos y se vuelve a centrifugar a
4000 rpm durante 15 minutos extrayendo de nuevo el sobrenadante.
A 1 ml de este extracto hepatico se adicionaron 5 ml de etanol
al 95 % y la mezcla se incubd a 37 2C durante 3 horas. Después
de centrifugar (15 minutos a 2000 x g), de eliminar el sobre-
nadante y de lavar con agua el precipitado, se afiadid a éste
2 ml de reactivo antrona. La muestra se calentd durante 15
minutos en bafio hirviendo y se midieron las absorbancias a

620 nm frente a un patrdn de glucosa.

2. 12-3-"’ Glucosa

La glucosa se determind espectrofotometricamente por el incre-
mento de la D.O. a 340 nm mediante las reacciones acopladas de
la hexogquinasa y la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa en presencia

de ATP y NADP* por el método de Kunst y col (1984).

HK G6PDH .
Glucosa --m~=z~> Glucosa g6~fosfato ~=-=-= --> §-fosfogluconato

+
ATP  ADP NADP NADPH
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La concentracién final de los reactivos en la cubeta fué 1la
siguiente: glicilglicina 62,5 mM/MgCl, 25 mM pH 7,6; NADP 0,2 ng;
ATP/Mg®* 10 mM; glucosa 6é-fosfato deshidrogenasa 10 ul vy
hexogquinasa 10 ul.

2.12.4.- Lactato

El lactato se determiné por el método de Noll (1984) en presencia
de lactato deshidrogenasa y NAD' a pH 9,2, midiendo el incremento
en la densidad &ptica a 340 nm, segGn la reaccidn:

LDH
Lactato B N Piruvato

NAD* NADH

El equilibrio de la reaccién catalizada por la lactato deshidro-
genasa estd muy desplazado hacia la formacién de lactato. Por
tanto, la técnica utilizada tiene que desplazar el equilibrio
hacia el sentido contrario empleando un medic alcalino para
atrapar los protones y, un exceso de concentracién de NAD e
hidrazina que va retirando el piruvato en forma de hidrazona a
medida que se forma. La concentracidn final de los reactivos fue:
Tris 50 mM, pH 9,1, Hidrazina 0,2 M, SOMg 20 mM, EDTA 2 mM y NAD
1,7 mM.

2.12,5.- Malondialdehido

El malondialdehido se determind por el método de Niehaus y col
{1969) . Muestras de 1 g de higado se homogenizaron con 3 ml de
Acido tricloracético al 0,1 %. Después de centrifugar a 15.000xg
durante 10 minutos, 0,5 ml del sobrenadante se incubaron con
1,5 ml de acido tiobarbitdrico (TBA) 0,5 % en Acido tricloracé-
tico al 20 % a 90 °C en bafio de agitacidédn durante 20 minutos.
Pasado este tiempo, se pard la reaccién poniendo los tubos en
bafic de hielo. Tras centrifugar a 10.000 x g 5 minutos, se midié
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en el sobrenadante la densidad éptica a 532 nm.

2.12.6,.= Glutation total

El glutation total (GSH y GSSG) se determinsd siguiendo el método
de Griffith y Tate (1980), segGn las reacciones:

glutation reductasa
GSSG 4NADPH + HY =~ > 2 GSH + NADP*

2 GSH + DINB —m=womoomcmee > GSSG + 2 TNB

La velocidad de la reaccién es proporcional a la concentracidn
de glutation. La formacién de & tio-2-nitrobenzoato (TNB) se
determina espectrofotometricamente a 412 nm.

La concentracién que los diferentes reactivos alcanzaron en la
cubeta fue la siguiente:

NADPH 0,21 mM/tampén fosfato 87,5 mM/EDTA 0,45 mM, DTNB 0,6 mM
Y glutation reductasa standard 5 ul. GSH 0,1 mM para realizar la
curva de calibracién.

2.13.- Determinacién de proteinas

Las proteinas solubles se evaluaron por el método de Bradford
(1976) utilizando albGmina de suero bovino como patrdn y reactivo
de Coomasie. Los cambios de absorciédn a 595 nm son directamente

proporcionales a la concentracidn de proteina presente.

2.14.~ Andlisis del contenido de DNA en hepatocitos por
citometria de flujo

Las células se analizaron utilizando un test suministrado por
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Becton Dickinson basado en el método de Vindelov y col (1983).
L.os hepatocitos una vez aislados se lavaron dos veces con una
solucidén tampdn (85, _50 g de sacarosa y 11,76 g de citrato
trisédico (40 mM) se disolvieron en 800 ml de agua destilada; se
afiadieron 50 ml de dimetil sulféxido y la mezcla se llevd a un
volumen de 1000 ml con agua destilada ajustando el pH a 7,6 ), E1l
precipitado se resuspendib en 250 ul de esta misma solucién y las
muestras se congelaron hasta el momento del andlisis.

A 100 ul de las muestras descongeladas en bafio a 37 2C se les
afiadid 0,3 ml de una solucidén A: (15 mg de tripsina se
disolvieron en 500 ml de una solucién stock preparada de la
siguiente manera: 2 g de citrato trisédico (3,4 mM), 2 ml de
Nonidet P, (0,1 %, v/v), tetrahidrocloruro de espermina (1,5
mM) y 121 mg de Tris (hidroximetil)aminometano (0,5 mM), se
disoclvieron en 2000 ml de agua destlilada y se ajustd el pH a
7,6). Los tubos se agitaron por inversién durante 10 minutos a
temperatura ambiente. A continuacidédn se afladieron 0,75 nl de una
solucién B: (250 mg de inhibidor de tripsina y 50 mg de Ribonu-
cleasa A, se disolvieron en 500 ml de la solucién stock A y se
ajustd el pH a 7,6). Los tubos se agitaron por inversién durante
10 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, se afiadieron 0,75 ml de una solucidn C: {208 mg
de yoduro de propidio y 580 mg de tetrahidrocloruro de espermina,
se disolvieron en 500 ml de la solucidn stock A y se ajustd el
pH a 7,6). La solucién se protegid de la luz durante toda la
determinacién.

Los tubos protegidos de la luz con papel de aluminio se agitaron
por inversidn durante 10 minutos a temperatura ambiente. Final-
mente, los tubos se mantuvieron en bafio ‘de hielo hasta el
andlisis por citometria de flujo.
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2.15.~ Determinacidn de caleio intracelular

Para determinar la concentracién intracelular de caleclo, 1los
hepatocitos se marcaron con Fura-2AM, derivadoe acetoxi-metilado
del Fura-2 y lo suficientemente lipofflico para atravesar la
membrana plasmdtica, En el interior celular, las esterasas
citosélicas son capaces de romper el enlace y liberar Fura-2z, de
esta forma gueda confinade en el citosol y puede actuar como
sonda fluorescente para la medida de los niveles de calcio tras

ser activado con una longitud de onda adecuada (Cobbold y col,
1987).

Procedimiento:

Después de obtenidos los hepatocitos en un medio Hepes 20 mM a
pH 7,4, se resuspendieron en PBS (Phosphate buffer saline) con
BSA (Bovine serum albumin) a la concentracidn de s5mg/ml. Después
de centrifugar, el precipitado se marcé con Fura-2AM a una
concentracién final de 5 uM incubédndolo junto con plurénico 0,5
wM final, durante 35 minutos en bafio a 37 2C con agitacién y
gaseo con 0,/CO, (95 %¥/5 %). Tras la incubacién, se tomaron
alfcuotas de la suspension de hepatocitos que se lavaron dos
veces en PBS centrifugando a 100 X g y se resuspendieron en 10
ml de PBS y de aqui se tomaron alicuotas de 2 ml gque se€
depositaron para Su lectura en 1la cubeta del espec-
trofluorimetro siendo la longitud de onda maxima de excitacién
340 nm y la longitud de onda maxima de emisidén 510 nm.

En estas condiciones se determind la fluorescencia maxima en cada
ensayo, tras la adicién de 20 pl de SDS (sodium dodecyl sulphate)
al 10 %, detergente utilizade para romper las células y liberar
el Fura-2 contenido en ellas. La fluorescencia minima se obtuvo

tras afiadir 20 pl de EGTA 0,5 M/TRIS 3M.
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3.~ RESULTADOS

El tratamiento con ticacetamida en las condiciones de intoxi-
cacidén aguda, con una dosis subletal de este agente, no tuve
efecto significativo sobre el parametro obtenido en la relacibn
preso higado/peso cuerpo, cuyos valores fueron 3,9 = 0,2 y 4,3 ¢
0,3 mg higado/yg cuerpo, para las ratas contrel y las tratadas con
tioacetamida, respectivamente.

3.1.~ Morfologia en cortes de higado de rata

Con el objeto de comprobar el efecto necrogénico y 1la
subsiguiente regeneracién, se ha realizado un estudio morfolégico
de cortes hepaticos de rata a las 24, 48 y 72 horas después de
la administracién intraperitoneal de tiocacetamida (6,6 mmol/Kg).

Los fragmentos de higado recién obtenidos se fijaron en formol
al 10 % y se procesaron de forma convencicnal para microscopia
éptica (deshidratacién a concentraciones crecientes de alcohol
Yy Xilol e inclusién en parafina). Posteriormente se reallizaron
certes de 7 micras de grosor con un microtomo de deslizamiento
de la firma comercial Reichert, gue se tifieron con hematoxilina-
eosina, segln se explica detalladamente en el apartado 2.6 de
Métodos.

En la figura 1 se muestra una panorédmica del higado a las 24
horas de la administracidén del hepatotéxico, donde se puede
observar claramente una necrosis en la zona central del lobulillo
hepatico (también llamada perivenosa o zona 3 del acino hep&tico)
{VC) que se asocia con zonas de hemorragia e infiltrados inflama~
torios de leucocitos polimorfonucleares. La zona nacrosada se
extiende sobre un 50 % de la superficie del corte (x 160), La
figura 2, detalle de la figura 1, muestra a mayor aumento (x 800)
el espacio venoso (vena central) (VC) donde aparece con mayoxr
claridad la zona de necrosis (»} y la infiltracién de leucocitos.
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La figura 3 (x 800) es también un detalle de la figura 1, donde
s& observa un espacio porta, con la vena porta (VP), la arteria
hepédtica (AH) Y el canaliculo biliar (CB), dque aparece sin
sintomas de necrosis. En la figura 4 se observa la vena central
(VC} a mayor aumento (x 1600), donde la lesién hepatocelular

masiva se caracteriza por cariolisis, picnosis (=) y cariorrexis
nuclear (—w),

En la figura 5 se nuestra una visién general de un corte de
higado a las 48 horas de la administracién del hepatotéxico;
Puede observarse gue se mantiene la necrosis central aunque en
fase de resolucién (x 160) .

La figura 6 es un detalle a mayor aumento (x 800) de la figura
5, donde se muestra el espacio perivenoso (vena central) (VQ).
La necrosis muestra signos de remisién si se compara con la de
los cortes obtenidos a las 24 horas en las figuras 1 y 2. El
infiltrado inflamatorio que aconmpafia a la lesién necrdtica es de
tipo mixto (leucocitos polimorfonucleares tipicos de la inflama-
¢idén aguda, linfocitos y monocitos caracteristicos de la inflama-
cién crénica). En esta figura aparece también una manifiesta
dilatacidn de los sinusoides perivenulares (S).

La figura 7 (x 800), corresponde al espacio porta de un corte
obtenido a las 48 horas de la intoxicacién y la figura 8 (x 400),
muestra venas centrales (VC), donde existen reacciocnes fibrosas

asocladas.

La figura 9 y las que vienen a continuacién corresponden a cortes
de higado obtenidos a las 72 horas de la administracién de
tioacetamida. En esta figura 9 observamos en una paranorimica
(¥ 160) como la necrosis perivenosa se encuentra ya en fase de
resolucidén., En las venas centrales (VC) gue se muestran en la
figura 10 (x 800), se observa gue, a pesar de la clara remisién
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del proceso necrdtico, estas zonas se encuentran todavia
afectadas por accidn del hepatotdxico. Se ven algunos hepatocitos
necrosados localizados a nivel periférico con persistencia de
células de infiltrado crdnico y fibroblastos.

L.a figura 11 presenta un espacio porta {(x 800) en el gque se pone
de manifiesto que esta zona mantiene una morfologia normal. En
la figura 12 (x 1600), detalle de la figura 11, pueden observarse
los hepatocitos mediozonales con cierto grado de tumefaccién y
abundantes mitosis (M). Se muestran también los sinusoides (8)
y las células de Kupffer (K).
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3.2.- Citometria de fluje

La técnica relativamente reciente de citometria de flujo permite
la evaluacién de multitud de pardmetros celulares de una gran
utilidad en estudios sobre la toxicidad de agentes gquimicos.

El estudio de las propiedades fisicas junto con el de las
variaciones en el DNA celular en poblaciones hepatocelulares se
consideran andlisis de gran precisién para determinar la cito y

genotoxicidad de xenobidticos.

3.2.1.- Propiedades fisicas en poblaciones de hepatocitos
evaluadas por citometria de flujo

En el andlisis por citometrié de flujo, los hepatocitos aislados
de ratas adultas se revelaron como células grandes y heterogéneas
con una autofluorescencia intensa verde., Sin embargo, los
hepatocitos fetales mostraron un tamafio mds pequefio con aspecto
homogéneo y una disminucién en la emisién verde (Figura 13A y
13C). Los hepatocitos adultos obtenidos de ratas tratadas con
tioacetamida se analizaron a las 24, 48 y 72 horas después de la
administracién de una dosis subletal de ticacetamida (Figura 13B
y 13D). A las 24 horas del tratamiento, los hepatocitos mostraron
caracteristicas citométricas en tamafio y fluorescencia, similares
a las encontradas en células adultas. Por el contrario a las 48
horas, e incluso a las 72 horas del tratamiento, los hepatocitos
mostraron caracteristicas citométricas, en tamafio {Figura 13B)
y fluorescencia (Figura 13D), similares a las observadas en
células fetales (Figura 13A y 13C).

El histograma de la emisién a 530 nm de las poblaciones de
hepatocitos adultos, fetales (22 dias de gestacidén) y a las 48
horas del tratamiento con tioacetamida se muestra en la Figura
14. Los hepatocitos TAM (verde) presentan dos picos de emisidn
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a 530 nm, uno de autofluorescencia positiva (+), que coincide con
uno emitido por los hepatocitos adultos y otro de autofluores-

cencia muy positiva (+++), que coincide con uno de los emitidos
por los hepatocitos fetales.

La Figura 15 muestra los histogramas bidimensionales de poblacio-
nes de hepatocitos en los gque se presenta la emisidén a 530 nm
(FL1) en ordenadas, versus tamafio celular (FSC) en abscisas. El
histograma A corresponde a hepatocitos adultos, el B a hepato-
citos fetales y en el D (en verde) aparece el histograma de los
hepatocitos de ratas a las 48 horas de ser tratadas con TAM. Como
puede observarse, el histograma de los hepatocitos TAM es similar
al que corresponde a la mezcla de adultos y fetales.

En la Figura 16 se muestra el analisis multiparamétrico de la
poblacién de hepatocitos aislados de ratas a las 48 horas del
tratamiento con TAM. Los pardmetros ensayados han sido: tamafio,
complejidad vy fluorescencia a 530 y 570 nm. El cédlculo del
porcentaje de las poblaciones muestra una mezcla de células
hepdticas con las sigulentes caracteristicas: un 23,8 %
corresponde a la poblacidn mediana con autofluorescencia muy
positiva (+++, amarillo); un 22,6 % a la poblacién pequefia con
fluorescencia positiva (+, verde); un 19,8% a la poblacidn grande
con fluorescencia muy positiva (+++, azul marino) y un 17,9 % a
la poblacién mediana con fluorescencia positiva (+, rojo).
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Figura 13,- Andlisis citométrico del tamafio ¥y autofluorescencia

de las células.

Tamafio
A Hepatocitos adultos (--=) ¥ fetales (...}
B Hepatocitos tratados con TAM 24 (--=), 48(. . .) ¥ 72(...) h

Autofluorescencia a 530 nm
¢ Hepatocitos adultos (=---) V¥ fetales (...)
D Hepatocitos tratados con TAM 24 (-=-=), 48 (. - ) ¥y 72 {(...) h
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Figura .- Histograma de la m:l.s,tﬂn a 530 nm de las poblacio-
nes celulares.

ssmss hepatocitos nﬂulbns

mssem hepatocitos fetales (21 dias de gestacitn)
ssssss hepatocitos tratados con TAM (48 horas)
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Figura15.- Histogramas bidimensionales de poblaciones de

hepatocitos.

En ordenadas emisifn a 530 nM (FL1)

¥ en

abscisas tamafic celular (F ,

{A) hepatocitos adultos
(B) hepatocitos fetales

(C) mezcla de hepatocitos adultos y fetales

(D) hepatocitos TAM
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Pigura18.- (A) Anflisis multiparamétrico de la poblacifin de
hepatocitos aislados de ratas tratadas con tiocacetamida.

0 tamafio (FSC)/complejidad (E5C).

1 tamafio (FSC)/fluorescencia (FL).

2 fluorescencia (FL)/complejidad (S5C).

3 fluorescencia (FL1) 530 nm/fluorescencia (FL2) 570 nm.

4 histograma de emisidn a 530 nm.

5 complejidad (S5C)fluorescencia (FL) 570 nm.

(B) nimero de c&lulas en cada color (%).
= poblacifin pegquefia flubrescencia -
= poblacibn pequefia fluorescencia +
= poblacifin mediada fluorescencia +
Amarillc = poblacifn mediana fluorescencia +++
= poblacifn grande fluorescencia +++
Begro = poblacifn concurrente de todos los colores.
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3.2.2.~ Andlisis del contenido de DNA en hepatocitos aislados por
citometria de flujo

Muestras de hepatocitos aislados de ratas adultas y fetales, asi
como de ratas a las 6, 18, 24, 36, 48 y 72 horas de la adminis-
tracién de una dosis subletal del hepatotéxico ticacetamida (6.6
mmoles/Kg) se procesaron para analizar las poblaciones de hepato-
citos en base a su contenido en DNA. De esta manera se ha tratado
de establecer con precisién el porcentaje de células que se
encuentra en una determinada fase del ciclo de divisién celular
y con ello ajustar el momento de maxima regeneracidén post-

necrética.,

Las figuras 17 y 18 muestran el contenido de DNA evaluado por la
fluorescencia emitida a 623 nm por el complejo formado por el DNA
y el yoduro de propidic, en abscisas, frente al nimero de
células, en ordenadas. En la figura 17-A, gque se refiere a
hepatocitos adultos sin tratamiente (contrel), se observan dos
picos, uno que corresponde a poblaciones con un contenido 2c de
DNA que se encuentra en los hepatocitos en fase Gl, y el otro
relativo a los hepatocitos con un contenido 4c en DNA, tipico de
las fases G2/M. En higado control, un 68 % de los hepatocitos se
encuentran en fase Gl, un 31,3 % lc estd en las fases G2/M,
mientras que sélo un 0,6 % se encuentra en fase S (sintesis).
Estos resultados indican que la mayor parte de los hepatocitos
aislados de higado control se encuentran en la fase G1 del ciclo
celular y que en s8lo un 0,6 % de células se verifica la sintesis

del DNA.

lLa figura 17-F muestra el histograma de hepatocitos fetales,
donde aparecen los dos picos caracteristicos de la fase Gl y de
las fases G2/M. El porcentaje de células que sintetizan DNA (fase
8), que aparece en la meseta situada entre los dos picos es, en

este caso, un 7,3 % .
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La figura 18-6 se refiere a hepatocitos adultos aislados a las
6 horas de la administracién de tioacetamida. Los porcentajes de
células en las diferentes fases del ciclo son similares a los
encontrados en hepatocitos control: 65 vs 68, 0,7 vs 0,6 y 35 vs
31 para las fases Gl, S8 y G2/M, respectivamente.

La figura 18-18 corresponde a hepatocitos aislados a las 18 horas
de la administracién del hepatotdxico. También en este caso los
porcentajes obtenidos de las diferentes poblaciones son similares

a los encontrados en los controles,.

En la figura 18-24 se muestran log valores de DNA en poblaciones
de hepatocitos aislados a las 24 horas de la administracién de
la hepatotoxina. Los resultados ponen de manifiesto un aumento
notable en la poblacién en fase § (2,8 vs 0,6). Este incremento,
superior a cuatro veces, va acompafiado de una disminucidn en el
porcentaje de los hepatocitos en las fases G2/M (3 vs 31) (diez

veces menos).

La figura 18-36 muestra el contenido en DNA de poblaciones de
hepatocitos aislados a las 36 horas de la administracién del
hepatotéxico. Se observa un enorme incremento en el contenido en
DNA de las poblaciones que se encuentran en fase de sintesis del
DNA (S) que alcanza en este punto un 13 % del total. Este valor
superior en 200 veces el valor control aparece en la meseta

registrada entre los dos picos.

En la figura 18-48 aparecen los picos relativos a la cantidad de
DNA en hepatocitos aislados a las 48 horas de la intoxicacién.
Lo m&is destacable de las poblaciones de hepatocitos en estos mo-
mentos de la intoxicacidn es que al igual gque los aislados a las
36 horas se mantiene la elevada cantidad de cé&lulas en fase de
sintesis del DNA. Estos resultados, que concuerdan con intoxica-
ciones experimentales llevadas a cabo por otros grupos (Mehendale
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y col, 1991) en otros modelos de hepatotoxicidad, indican que el
proceso regenerativo iniciado a las 24 horas, llega a su maximo
en el perfodo situado entre las 36 y las 48 horas. Esta elevada
sintesis de DNA, coincide con una notabilisima elkvacidén en la
poblacién que se encuentra en las fases G2/M comparada con la
procedente de los hepatocitos aislados a las 36 horas. Por
Gltimo, la figura 18-72 muestra el andlisis del DNA en hepato-
citos aislados a las 72 horas de la intoxicacién donde se observa
con claridad la disminucién de la poblacidn en fase S, a la vez
gue se mantiene elevada la poblacidn correspondiente a las fases
G2/M. Puede deducirse, de estos resultados, que el proceso de
sintesis de DNA se encuentra en este periodo en fase de

regresibén, pero no asi el de mitosis.

En la figura 19 se representan en % las variaciones en el conte-
nido en DNA en las diferentes fases del ciclo celular Gl1, S y G2
+ M en poblaciones de hepatocitos obtenidas a las 6, 18, 24, 36,
48 y 72 horas después de la administracién a ratas del hepato-
téxico ticacetamida. En esta figura se muestran los valores en
DNA de poblaciones adultas (A) y fetales (F), con el objeto de
compararlos con los hepatocitos durante el proceso de desdife-

renciacid, regeneracidén y regresidn.
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Figura 17.- Contenido en DNA en poblaciones de hepatocitos
aislados de ratas adultas (A) y fetales (F).

% en G1 3 G2 + M
Adultas 68,1 0,6 31,3
Fetales 85,3 7,3 7.4
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Figura 18.- Contenido en DNA en poblaciones de hepatocitos aisla-
después de la intoxicacién con tioacetamida

& en G1 S G2 + M
6 horas 64,5 , 0,7 34,8
18 " 69,3 0.9 29,8
24 " 94,1 2,8 3,1
36 " 82,1 12,9 5,0
48 " 75,3 11,4 13,3
72 " 84,1 2,2 13,8
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Figura 19.- Variaciones en el contenido en DNA de las poblaciones
de hepatocitos en las diferentes fases del ciclo celular a las
6, 18, 24, 36, 48 y 72 horas de la administracién de ticacetamida
y comparacién con los valores obtenidos para hepatocitos adultos

(A) y fetales (F).
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3.3.- Parametros determinantes de necrosis hepitica

Uno de los sintomas clinicos de la patologia hepédtica es la apa-
ricién en plasma sanguineo de enzimas procedentes de la rotura
de los hepatocitos en el proceso de necrosis. Los hepatocitos
necrosados vierten su contenido celular al torrente circulatorio
y ésta es la causa de gue aguellos enzimas mis abundantes en la
célula funcional hepidtica aparezcan muy elevados en el plasma.
Entre estos enzimas hay que destacar las aspartato y alanina
aminotransferasas y la isocitrato NADP deshidrogenasa, cuyas
actividades plasmiticas se utilizan como determinantes del grado
de necrosis hepatica en casos de intoxicacién o infeccidn.

3.3.1.- Alteraciones en los niveles séricos de la aspartato
aminotransferasa {GOT)

La actividad de la aspartato aminotransferasa se determind en
suero de ratas obtenido a distintos tiempos después del trata-
miento con una dosis necrogénica de tiocacetamida (6,6 mmoles/Kg).
Los diferentes tiempos fueron: 1, 3, 6, 12, 24, 48 y 72 horas.
Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién de la vena porta
en ratas anestesiadas con Nembutal (50 mg/Kg) y heparinizadas (50
Us/Kg). Los resultados se expresan en Us por ml de suero conside-
rando como unidad los pmoles de sustrato transformados por minuto
a 259C y son media de 4 determinaciones experimentales dife-
rentes. En la figura 20, se muestra la representacidn grafica de
esta actividad. El maximo de actividad, 14 veces el valor
control, se registré en la muestra de suero obtenida a las 24
horas de la administracién de la hepatotoxina, momento que
coincide con el punto madximo de necrosis. A las 48 y 72 horas se
registra una marcada disminucién de esta actividad enzimatica
sérica hacia valores considerados normales, lo cual es un indice

de la remisién de la necrosis.
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Figura 20.- Aspartato aminotransferasa en suero de ratas tratadas
con una dosis necrogénica de tioacetamida (6,6 mmoles/Kg).

Los resultados se expresan en % del valor control. El valor
control, calculado en plasma de ratas a tiempo 0 fue 34 + 4
mUs/ml de suero considerando como unidad enzimdtica agquella
cantidad de suero que transforma 1 umol de sustrato a 25 9C por
minuto.

Los resultados son media de cuatro determinaciones experimentales
diferentes con sus desviaciones tipicas. La t de Student fue
calculada por comparacién de los resultados frente al tiempo 0;
cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se considerd no
significativa *p<0,001.
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3.3.2.- Alteraciones en los niveles séricos de la alanina

aminotransferasa (GPT)

Al igual que la aspartato aminotransferasa, la actividad de la
alanina aminotransferasa se determind en suero de ratas obtenido
a distintos tiempos después de una dosis necrogénica de
tiocacetamida (6,6 mmoles/Kg). Las muestras de sangre procedentes
de la vena porta de ratas anestesiadas con Nembutal (50 mg/Kg)
y heparinizadas (50 Us/Kg) se tomaron a las 1, 3, 6, 12, 24, 48
y 72 horas después de la administracidn de la hepatotoxina.

Los resultados se expresan en mUs/ml de suero considerando como
unidad los umoles de sustrato transformado por minuto a 25 RC Y
son media de cuatro determinaciones experimentales diferentes y
su representacién grifica se muestra en la figura 21 en la pagina
109,

El punto méximo de actividad, 7 veces el valor control, se
registrd a las 24 horas de la administracién de la hepatotoxina;
este momento coincide con el maAximo de necrosis.
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Figura 21.- Alanina aminotransferasa en suero de ratas tratadas
con una dosis necrogénica de tioacetamida (6,6 mmoles/Kg).

Los resultados se expresan en % del valor control. El valor
control, calculado en plasma de ratas a tiempo 0 fue 17 + 2
mUs/ml de suero, considerando como unidad enzimdtica aquella
cantidad de suero que transforma 1 umol de sustrato a 25 2C por
minuto.

Los resultados son media de cuatro determinaciones experimentales
diferentes con sus desviaciones tipicas. La t de Student fue
calculada por comparacién de los resultados frente al tiempo 0;
cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se consideré no

significativa., *p<0,001.
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3.3.3.- Alteraciones en los niveles séricos de NADP-isocitrato
deshidrogenasa (ICDH)

La actividad isocitrato deshidrogenasa dependiente del NADFP es
otro de los parémetros considerado como marcador de la necrosis
hepatica., Esta actividad se determiné en muestras de sangre de
ratas obtenidas de la vena porta. previa anestesia con Nembutal
(50 mg/Kg) y heparinizadas (50 Us/Kg) a las 1, 3, 6, 12, 24, 48
y 72 horas de la administracién de una dosis necrogénica (6,6
mmoles/Kg) de tioacetamida.

Los resultados se expresan en umoles de sustrato transformado por
minuto a 25 2C y son media de cuatro determinaciones experimen-
tales diferentes y su representacidén grafica se muestra en la

figura 22 en la pégina 11i.

El punto maximo de actividad, 27 veces el valor control, se
registrd a las 24 horas de la administracién de la hepatotoxina,
que coincide con el momento de méxima necrosis.
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Figura 22.~ Actividad isocitrato deshidrogenasa NADP en suero de
ratas tratadas ocon una dosis necrogédnica de ticacetamida
(6,6 mmoles/Kg).

Los resultados se expresan en % del valor control. El1l valor
control, calculado en plasma de ratas a tiempo 0, fue de 16 + 2
nmol de sustrato transformados por minuto a 25 2C por ml de
suero.

Los resultados son media de cuatro determinaciones experimentales
diferentes con sus desviaciones tipicas. La t de Student fue
calculada por comparacién de los resultados frente al tiempo 0;
cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se considerd no

significativa. *p<0,001.
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3.4.- Parimetros determinantes de lesidén hepdtica inducida por

hepatotdxicos

Existen una serie de paradmetros hepdticos cuya determinacidn es
muy Gtil a la hora de diagnosticar las lesiones hepéticaé. La
lesién hepatica inducida por la tioacetamida se origina por la
radpida biotransformacién de esta hepatotoxina a ticoacetamida S-
éxido, la cual a través de las monooxigenasas dependientes del
citocromo P-450 origina metabolitos electrofilicos que reaccionan
por uniédn covalente con macromoléculas, principalmente aquellas
que corresponden a la fraccién proteica nuclear (Satyabhama y
Padmanaban, 1984).

Entre los par&metros determinantes de lesidn hepitica, se han
evaluado en el presente trabajo la actividad enzimitica de la
gamma-glutamil transferasa en suero Y la actividad de las
glutation S-transferasas en la fraccién soluble hepatica, junto
con la concentracién de glutation total hepédtico. Se ha evaluado
también la concentracién de malondialdehido como indicativa del
grado de peroxidacién lipidica originade en el proceso hepato~
téxico y cuya elevacién demuestra la alteracidn de los lipidos
de las membranas celulares que, puede llegar a conducir a la
desintegracién y rotura de dichas membranas y a la muerte celular
(Chien y col, 1977).
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3.4.1.- Alteraciones en la actividad sérica de la gamma-glutamil

transferasa (GGT)

En suerc de ratas obtenido a distintos tiempos: 1, 3, 6, 12, 24,
48 y 72 horas después de la administracién de una dosis subletal
del hepatotéxico tiocacetamida (6,6 mmoles/Kg) se evalud la acti-
vidad de la GGT, enzima extrahep&tico encargado de la degradacidn
del glutation ( Mannervik, 1985 }.

La GGT suele encontrarse elevada en casos de enfermedad hepética
obstructiva (hepatobiliar), intoxicaciénetilica y hepatocarcino-

genesis (Cascales y col, 1991}.

Las muestras de sangre obtenida por puncién de la vena porta en
ratas anestesiadas (Nembutal 50 mg/Kg) y heparinizadas, se
centrifugaron a 3000xg para separar el suero. Los resultados se
expresan en umols de sustrato (gamma-glutamil p-nitroanilida)
transformados por minuto a 25 eC y son media de cuatro determi-
naciones experimentales diferentes y su representacidén gréafica
se muestra en la figura 23 de la pégina 114.

La actividad GGT ascendi® paulatinamente a partir de 1 hora
mostrande su punto de actividad m&xima a las 24 horas de la
administracién de la hepatotoxina con valores superiores a 30
veces el control. A partir de aqui se registrd un brusco descenso
a las 48 horas presentando valores cercanos a la normalidad.
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Figura 23.- Actividad gamma~-glutamil transferasa en suerc de
ratas tratadas con una dosis necrdgenica de tiocacetamida (6,6
mmoles/Kg).

Los resultados se expresan en % del valor control. El valor
control, calculado en plasma de ratas a tiempo ¢, fue 32 + 0,4
pmoles de nitroanilida liberada por minuto a 25 R2C por ml de
suero.

Los resultados son media de cuatro determinaciones experimentales
diferentes con sus desviaciones tipicas. La t de Student fue
calculada por comparacién de los resultados frente al tiempo 0;
cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se considerd no
significativa. *p<0,001.
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3.4.2.- Actividad de la glutation S-transferasa (GST) en fraccidn
soluble de higado de rata

La importancia de las reacciones catalizadas por las glutation
g~transferasas se basan en gque el &tomo de azufre del GSH
proporciona los electrones para el atague nucleofilico del
sustrato electrofilico, en este caso un metabolito reactivo
derivado de la tioacetamida. La elevacién de las glutation S-
transferasas en caso de intoxicacién puede ser una de las causas

de la deplecién del glutation.

La actividad GST se determind en la fraccién scluble de higado
de rata tratada con una dosis necrogénica de ticacetamida (6,6
mmoles/Kg). Las muestras de higado se tomaron a determinados
tiempos después de la administracién de la hepatotoxina: 1, 3,
6, 12, 24, 48 y 72 horas.

Los resultados son media de cuatro determinaciones experimentales
diferentes y se expresan como imoles de sustrato transformado por
minuto a 25 2C por mg de proteina.

La actividad GST aumentd paulatinamente a partir de los primeros
momentos de la intoxicacidn alcanzando su punto miximo en el
periodo entre las 12 y las 24 horas presentando valores de 160
y 159 %, respectivamente. Posteriormente se registrd un proceso
de disminucién. Los méximos de actividad GST son més tempranos

que los de los enzimas marcadores de necrosis.
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Figura 24.- Actividad glutation 8-transferasa en fracclidn soluble
de higade de ratas tratadas con una dosis necrogénicas de
tioacetamida (6,6 mmoles/Kg).

Los resultados se expresan en % del valor control. El valor
control, calculado en fraccién soluble de higado de ratas a
tiempo 0, fue 37 t 0,4 nmol de sustrato transformados por minuto
a 25 9C por mg de proteina.

Los resultados son media de cuatro determinaciones experimentales
diferentes con sus desviaciones tipicas. La t de Student fue
calculada por comparacién de los resultados frente al tiempo 0,
cuando esta diferencia fue superior a. 0,001 se considerdé no
significativa. *p<0,001.

Fl1 valor control de las proteinas fue de 95 mg por Jgramo de
higado.

@®--® Glutation S-transferasa

B--B Proteinas solubles de la fraccidn citosélica.



-117-~-
3.4.3.- Niveles en higado de glutation ¥y malondialdehido

En extractos hepaticos de ratas tratadas con una dosis necrogé-
nica de tiocacetamida (6,6 mmoles/Kg) se evaluaron las concentra-

ciones de glutation y malondialdehido.

Las reacciones de destoxificacién consumen el GSH hepatico a la
vez que promueven una activacién compensatoria de la sintesis del
GSH (Lauterburg y Smith, 1986). Sin embargo, en caso de intoxica=-
cién masiva, la velocidad de consumicién del GSH en higado puede
sobrepasar la de su sintesis y ello llevars consigo un agotamien=-
to del glutation hepético.

La concentracién de glutation experiment®é una débil sublda: de
100 -> 120 % a la primera hora de la administracién de la toxina
para descender bruscamente a las 3 y a las 6 horas llegando a las
24 horas a presentar sélo un 31 % del valor inicial normal. Pos-
teriormente se registré una recuperacién a las 48 horas, y a las
72 horas la concentracidn de glutation hepdtico fue un 82 % del
control. La dieminucién del glutation hepdtico resultd ser
inversa a la actividad de uno de los enzimas que lo utilizan, la

glutation S-transferasas.

El malondialdehido es un producto derivado de la rotura de las
membranas por peroxidacidn lipidica. Por tanto, la determinacién
de este metabolito proporciona un indice de la peroxidacién
lipidica producida por los intermediarios reactives originados
en la biotransformacién de hepatotéxicos, La figura 26 muestra
1a concentracidn de malondialdehido en homogenados de higado de
ratas tratadas con tiocacetamida. Puede observarse un progresivo
aumento desde las 6 hasta las 24 horas de la administracién del
hepatotéxico, alcanzando a las 24 y las 48 horas 145 y 141 % del
valor control, respectivamente, indicando con ello la alteracidn

de las membranas celulares.
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Figura 25.~ Concentraciénm de glutation total en homogenados de
higado de ratas tratadas con una dosis necrogénica de
tiocacetamida (6,6 mmol/Kg). ]

Los resultados se expresan en % del valor control, considerando
el valor control correspondiente a tiempo 0, 4,1 * 0,3 mM. Los
resultados son media de cuatro determinaciones experimentales
diferentes con sus desviaciones tipicas. La t de Student fue
calculada por comparacién de los resultados frente al control
(tiempo 0) y cuando esta diferencia fue guperior a 0,001 se
considerd no significativa. *p<0,001.
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Figura 26.~- Concentracidén de malondialdehido en homogenados de
higado de ratas tratadas con ticacetamida (6,6 mmol/Kg).

Los resultados se expresan en ¥ del valor control y son media de
cuatro determinaciones experimentales diferentes con sus
desviaciones tipicas. El1 valor obtenido en homogenados solubles
de higado contro fue 2,6 * 0,2 mM. La t de Student fue calculada
por comparacién de los resultados frente al control (tiempo 0)
y cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se considerdé no

significativa. *p<0,001.
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2,4.4.- Concentracién intracelular del calcio

Hepatocitos aislados de ratas control y ratas tratadas con
tioacetamida se marcaron con Fura-2AM y se analizaron en un
espectrofluorimetro. Las concentraciones de caleio intracelular
se obtuvieron a partir de los datos de fluorescencia mediante la
ecuaciédn: [Cal*]i = K, (F - F min)/(F max - F), siendo K, = 224
(Tsien y col, 1982). La fluorescencia maxima fue determinada tras
la adicién de 20 pl de SDS 10 % para romper las células y liberar
todo el Fura-2 contenido en ellas. La fluorescencia minima se
obtuvo tras afiadir 20 ul de EGTA 0,5 M/Tris 3 M.

La figura 27 representa las variaciones en la concentracién
intracelular de calcio (nM) en hepatocitos aislados de ratas
control y ratas tratadas a diferentes horas de la administracién
de tioacetamida. Puede observarse gue existe un incremento en la
concentracién del calcio citosdlico libre, desde un valor control
de aproximadamente 200 nM a un miximo de alrededor de 500 nM a
Jas 14 horas de la administracidén del hepatotédxico. Estos
resultados estdn de acuerdo con los obtenidos por otros grupos
de investigadores (Orrenius y col, 1989), que aflrman que
alteraciones en la homeostasis del calcio inducidas por toxinas
quimicas o condiciones de estrés oxidativo, tienen como resultado
una elevacién en la concentracién de calcio intracelular,
incremento que precede a la pérdida de la viabilidad celular.
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Figura 27.- Concentracién de calcio intracelular (nM) en

hepatocitos aislados de ratas control Yy ratas tratadas con
ticacetamida a diferentes horas de la administracién del
hepatotdxico.
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3.5.- Efecto mitogénico del suero de ratas tratadas con
tioacetamida sobre cultivos de fibroblastos

Para estudiar el efecto de los sueros de ratas control y de ratas
tratadas con tioacetamida se procedié a la adicidén de estos
sueros sobre cultivos de fibroblastos. Los resultados expuestos
en las figuras 28 y 29 ponen de manifiesto que al ir aumentando
la concentracién (2 %, 5 % y 10 %) de los diferentes sueros se
produce una mayor inhibicidén en la proliferacién de los
fibroblastos (incorporacién de timidina tritiada). La figura 28
representa la adicién de suero procedente de ratas controles. La
figura 29 se refiere a la adicidn de sueros procedentes de ratas

tratadas con el hepatotéxico.

Como resumen de los datos obtenidos, la figura 30, muestra los
perfiles de estas tres concentraciones (2 %, 5 % y 10 %) a
diferentes tiempos de la administracidn de la tiocacetamida. Puede
observarse una inhibicién producida por la adicidn de los sueros
a las primeras horas de la administracién del téxico para
aumentar a partir de las 12 horas. Después de este punto, la
incorporacién de timidina tritiada vuelve a bajar para ser, a las
24 horas, similar a la obtenida para log sueros control. A las
48 horas existe un ligero aumento con respecto a los controles.
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Figura 28.- Incorporaciénm de timidina tritiada a cultives de
fibroblastos después de la adicién de suerc de ratas contreol a
diferentes concentraciones.
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Figura 29.- Incorporacidén de timidina tritiada a cultivos de
fibroblastos después de la adicién de suero de ratas tratadas con

tiocacetamida a diferentes concentraciones.
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Figra 30.~ Perfiles de incorporacién de timidina tritiada a
cultivos de fibroblastes tras la adicién de sueros a distintas
concentraciones procedentes de ratas tratadas con tiocacetamida.
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3.6.- Accidn del glucagdn scbre enzimas relacionados con el
metabolismo de carbohidratos

La unién de las hormonas y sus receptores sobre la superficie
celular supone uno de los mecanismos reguladores més importantes.
En el caso del glucagén, el efecto de la unién a su recepteor,
puede explicarse por la activacién de la adenilato ciclasa,
enzima que convierte el ATP en cAMP. El cAMP, a modo de segundo
mensajero, transmite el mensaje desde la hormona a la célula.

3.6.1.~ Efecto del glucagén in vivo sobre las actividades
relacionadas con la degradacién de carbohidratos

La Tabla 1 muestra el efecto del glucagén administrado in vivo
en dosis de 0,1 nmol/Kg (107 M) a ratas control y a ratas 24 y
48 horas después de la dosis de TAM. El glucagén se administrd
i.p. a ratas 6 min antes del sacrificio. En la fraccién socluble
hep4tica se determinaron las actividades: glucégeno fosforilasa
a, hexoquinasas, PFK-1, PFK-2, piruvato quinasa (PK) y lactato
deshidrogenasa. Los resultados obtenidos (Tabla 1) muestran que
en esta fase post necrética, el hepatocito carece de respuesta
a la accién del glucagén de inhibir las actividades de los
enzimas glucoliticos y de activar los gluconeogénicos. En los
controles, la glucdgeno fosforilasa a aumenta por efecto del
glucagdn (22 + 3 =-> 37 + 4; p<0,001), mientras que la glucogui-
nasa (20 t 2 --> 10 £ 1; p<0,001), la PFK-2 (125 + 10 --> 80 *
6; p<0,001) y la piruvato quinasa (400 % 38 ~-> 166 % 5;
p<0,001), disminuyen significativamente. Sin embargo, no existe
respuesta al glucagdn en estos enzimas de higado tratado con TAM;
a las 24 horas aGn pudo observarse alguna respuesta en la glucd—
geno fosforilasa a (66 t 7 --> 82 + 9; p<0,001), pero a las 48
horas ninguna de las actividades enzimdticas ensayadas mostrd
variacién alguna. La lactato deshidrogenasa no exhipbid variacio-

nes en ninguna de las condiciones sefialadas.



~127=

Tabla 1.~ Efecto del glucagén in vivo sobre actividades
enzimiticas relacionadas con la degradacidén de carbohidratos en
la fraccién soluble de higado de rata tratadas con ticacetamida.

——————--—————--n-—————-m————u-——-ﬂ'——--———-——-.———-b———“———-.-————lum——

enzimas adicion control TAM 24 horas TAM 48 horas
GPA —-—— 22 + 3 66 = 7 65 *

GK —-_—— 20 £t 2 6 £+ 1 6 + 1
PFK~1 —-_—— 18 £+ 2 26 £ 2 45 + B
PFK-2 - 125 £ 10 113 + 12 108 + 12
PK -— 400 + 38 290 28 326 t 33
LDH —-——— 8749 780 8898 1790 8987 1921
GPA Glucagdn 37 £ 4% g2 &t o* 65 + 3
GK n 10 £ 1% 5 + 1 6 £ 1
PFK-1 " 17 £ 2 21 + 2 57 £ 6
PFK-2 " g0 £ 6% 115 = 11 112 + 10
PK " 166 + b* 300 + 29 360 = 30
LDH " 8868 t 890 8630 690 9047 820

—_———.-m_u———_-—_“——_—-_—--m————.—————u————_—————m—— o G e A Y A W — 2 o

El glucagén se administrd in vivo a ratas 6 minutos antes del
sacrificio, en dosis de 0,1 pmcl/Kg. Las actividades enzimAticas
se determinaron en la fraccidn soluble hepatica. Los resultados
se expresan en nanomoles de sustrato transformado por minuto por
mg de proteina y son media % SD de cuatro determinaciones

experimentales diferentes. *p<0,001.



-128-

3.6.2.- Efecto del glucagén sobre la concentracién de fructosa
2,6-bisfosfato en hepatocitos aislados

En la Figura 31 se muestra el efecto del glucagédn al ser incubado
a 37 2C con hepatocitos aislados y suspendidos en medio DMEM. El
glucagén, a la concentracién de 107 M, se afiadid a las suspen-~
siones de hepatocitos aislados de ratas control y de hepatocitos
alslados de ratas tratadas con ticacetamida (48 horas). A dife-
rentes tiempes 0, 2, 4, 6, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos, se
tomaron muestras gque fueron inmediatamente centrifugadas en
Eppendorf y el sedimento celular obtenido de cada una de ellas,
se congeld con N, liguido. Posteriormente se extraje con NaCH
50 mM y se calentd durante 10 minutos a 80 2C, En el extracto
obtenido se determind la concentracién de la fructosa 2,6-bis
fosfato. Los resultados gue se muestran en la Figura 31, estan
representados en concentraciones de Fru(2,6)P, frente al tiempo
de actuacién del glucagdn. Se observa, en el caso de los
hepatocitos control, una progresiva caida de las concentraciones
de este metabolito ocasionada por efecto del glucagdn., Las
diferencias fueron muy significativas ({p<0,001) a partir de los
6 minutos. Sin embargo, en hepatocitos tratados con tioacetamida
no se registraron variaciones, es decir, el glucagdén no ejerce
efecto alguno inhibidor scbre la PFK-2, o bien, la isocenzima
PFK-2 existente en los hepatocitos en regeneracidn es insensible
a la accidén inhibidora del glucagén.
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Figura 31.- Efecto del glucagén sobre la concentracidén de
fructosa 2,6-bisfosfato en hepatocitos,

O ~--0 control; A---A Control + glucagdn (107 M).

®-—-0® T2M; A---A TAM + glucagdn (107 M),

Los resultados son media * SD de duplicados de cuatro experi-

mentos diferentes. *p<0,001.
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3.7.= Fructosa 2,6-bisfosfato y actividad PFK~2 en cultivos
primarios de hepatocitos. Efectoc del PMA, bombesina e
insulina

Cultivos primarios de hepatocitos de ratas control y ratas tra-
tadas con ticacetamida se incubaron en presencia de PMA, bombe-
sina e insulina para observar si la activacién directa de la pro-
teina gquinasa C por el PMA o la activacién inducida por intercam-
bio de los fosfoinositoles por la bombesina, afectaba la activi-
dad de la PFK-2 y el contenido de la fructosa 2,6-bisfosfato, En
la Figura 32 se muestra el efecto del PMA, bombesina e insulina
sobre la concentracién de la fructosa 2,6-bisfosfato en hepatoci-
tos de ratas no tratadas (32A) y tratadas con tigacetamida (32B)
incubados a 37 2C por periodos de 2 y 4 horas. En hepatocitos
tratados con tioacetamida la fructosa 2,6-bisfosfato mostrd un
marcado y progresivo incremento por efecto de estas sustanclas
durante las cuatro primeras horas de incubacién. Sin embargo, en
hepatocitos de ratas no tratadas el PMA no afectd en absoluto la
concentracidn de fructosa 2,6~bisfosfato.

El incremento en la concentracidn de fructosa 2,6~bisfosfato en
hepatocitos en cultive de ratas tratadas con ticacetamida en
respuesta al PMA, bombesina e insulina dependid del tiempo de
incubacién y requirid al menos cuatro horas para alcanzar esta-
bilidad (Fiqura 32B). Los cambios observados en el contenido en
fructosa 2,6-bisfosfato después de la exposicidn de los hepato-
citos de ratas control y tratadas con tiocacetamida a estos ligan-
dos (bombesina, insulina y PMA en el caso de hepatocitos tratados
con tioacetamida), siguieron pautas casi idénticas durante las
cuatro horas de incubacidn. Por el contrario, en los hepatocitos
control, cuando se incubaron en presencia de PMA, no se perci-
bieron cambios en el contenido de fructosa 2,é-~bisfosfato. Sin
embargo, la bombesina retuvo su capacidad para promover una
elevacién en la concentracién de este metabolito en hepatocitos
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control al igual gue en los tratados con tioacetamida (Figqura
31A). Tanto el PMA como la bombesina promueven la activacién de
la proteina quinasa C, bien directamente, (como el PMA) (Azhar
Y col, 1987) o indirectamente a través de metabolitos derivados
de los fosfoinositoles (como la bombesina) (Hasegawa-Sasaki y
col, 1988). La insulina produjo en ambos grupos, control y TAM,
un incremento en la concentracién de fructosa 2,6-bisfosfato
(Probst y Unthan-Fechner, 1985; Muller y col, 1988).
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Figura 32.- Formacién de fructosa 2,6-bisfosfato en cultivos
primarios de hepatocitos control (A) y tratados con ticacetamida
{B). Efecto del PMA, bombesina e insulina. @ ---@ PMA 160 nM;
M ---M bombesina 100 nM; A---A insulina 100 nMy QO---0O
nada. Las células se incubaron en medio DMEM suplementado con BSA
exento de 4dcidos grasos. Al cabo de dos horas se reenmplazd el
medio y se incubaron las células de 1 a 4 horas en presencia de
las sustancias indicadas. Los resultados son media £ SD de
duplicados de cuatro experimentos diferentes. *p<0,001.
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En las Tablas 2, 3 y 4 se muestran, respectivamente, las
concentraciones de fructosa 2,6-bisfosfato, la liberacién de
lactato y la actividad PFK-2 en hepatocitos de ratas tratadas con
tiocacetamida y de ratas control incubados durante 4 horas en
presencia de PMA, bombesina e insulina y también cuando la
bombesina y la insulina se incubaron junto con el PMA., La
fructosa 2,6-bisfosfato se incrementd significativamente por
efecto del PMA en hepatocitos de ratas tratadas con tiocacetamida
(215 %; p<0,001), mientras que en hepatocitos de ratas control
el PMA no mostré efecto alguno sobre el contenido en fructosa
2,6-bisfosfato. Los cambios observados en la concentracién de
fructosa 2,6-bilsfosfato después de la exposicién de los
hepatocitos de ratas TAM o controles a factores de crecimiento
como la bombesina (107 M) o la insulina (107 M) fueron en ambos
casos casl indénticos. Tanto en hepatocitos control como en los
TAM, la fructosa 2,6-bisfosfato incrementd significativamente
cuando se incubaron en presencia de bombesina (222 %; p<0,001 y
230 %; p<0,001, respectivamente), o insulina (211 %, p<0,001 ¥y
253 %; p<0,001 en hepatocitos control y TAM, respectivamente)
{Tabla 2). En hepatocitos tratados con TAM, la bombesina y la
insulina, cuando se incubaron con PMA, mostraron un sinergismo
aparente entre estos factores de crecimiento y el contenido en
fructosa 2,6-bisfosfato, ya que se registraron incrementos
significativos, tanto en el caso de la bombesina mds PMA versus
bombesina (146 %; p<0,001) como en el caso de la insulina més el
PMA versus insulina (170 %; p<0,001) (Tabla 2).
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Tabla 2.~ Concentracién de fructosa 2,6-bisfosfato en cultivos

primarios de hepatocitos incubados en presencia de PMA, bombesina
e insulina.

-
P S T e s S Sy . Ml Y S i . o S it W S S o " SALL . Sy ) W S T S G A S M Y A v kv il b - —

Adiciones = ;cescceccscaceccoee e e e —c e ————————
Control TAM
Ninguna 18 * 2 (100) 13 £ 1 (100)
PMA, 160 nM 20 + 2 (111) 28 + 3 (215)%
Bombesina, 100 nM 40 + 5 (222)}% 30 % 4 (230)*
Bombesina, 100 nM + PMA, 160 nM 42 + 4 (233)* 44 t 4 (338)*
Insulina, 100 nM 38 + 4 (211)% 33 £ 3 (253)+*
Insulipa, 100 nM + PMA, 160 nM 40 + 5 (222)*% 56 = 6 (430)*

- —
AR ST T — S A A S o T Al Y S S P S Y Sy (Y Dy g My S TR g S W e S A e St St O s W e o e

Cultivos primarios de hepatocitos obtenidos de ratas control y
ratas tratadas con una dosis de tiocacetamida (6,6émmoles/Kg), se
incubaron en presencia de PMA, bombesina e insulina a las
concentraciones indicadas, a 37 2C durante cuatro horas., Los
resultados, expresados en picomoles de fructosa 2,6-bisfosfato
por mg de proteina, son media * SD de cuatro determinaciones
experimentales diferentes. La t de Student indica las diferencias
estadisticas frente a ninguna adicién. #*p<0,001.

Los nGmeros entre paréntesis indican los porcentajes frente a

ninguna adicién,
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La Tabla 3 muestra las concentraciones de lactato liberado al
medio en cultivos primarios de hepatocitos control y hepatocitos
tratados con tiocacetamida. Las variaciones en el lactato liberado
fueron paralelas a las encontradas para la fructosa 2,6-bls
fosfato intracelular. Por tanto, el PMA no influyd sobre 1la
concentracidén de lactato en caso de los hepatocitos control,
mientras que se registré una elevacién significativa por efecto
del PMA (147 %; p<0,05) en el caso de los hepatocitos TAM. lLa
bombesina y la insulina actuaron en ambas condiciones (contrel
y TAM) produciendo incrementos significativos de lactato. Hay que
resaltar gque el lactato liberado en hepatocitos TAM, fue un 30%
superior que el encontrado en los controles.

La actividad mdxima de la PFK-2 (Tablas 4 y 5) se ha determinado
a pH 8,5 en cultivos primarios de hepatocitos incubados durante
cuatro horas en presencia de concentraciones a saturacién de
diversos ligandos (PMA, la bombesina y la insulina). Este
intervaleo de toma de muestras fue el elegido debido a los cambios
importantes que tiene lugar durante este periodo de incubacidén
(Martin-Sanz y col, 1989%a). Como se observa en la Tabla 5, es
evidente el incremento en la actividad de la PFK-2 en hepatocitos
tratados con ticacetamida cuando se incubaron en presencia de PMA
(168 %; p<0,01). E1l débil incremento observado por efecto de la
bombesina (126 %) y la insulina (136 %) no fue significativo. En
hepatocitos control, el PMA no produjo cambios en la actividad
de la PFK-2 (Tabla 4).



~136~

Tabla 3.- Concentracidén de lactato en cultivos primariocs de
hepatocitos incubados en presencia de PMA, bombesina e insulina.

T i D S b gt i WO . et S it T . B Yo o Y it e L o e OSSO e Yk O] . W Py Y Gt Gk e il b P AR S A e Sl . e VY

pmoles/mg proteina

Adiciones = eemermmemcemcacsem e e - ——— ————
Control TAM
Ninguna 62 = 6 (100) 86 * 6 (100)
PMA, 160 nM 59 * 6 ( 95) 127 * 10 (215)%
Bombesina, 100 nM 118 + 10 (190)% 134 % 11 (156)*
Bombesina, 100 nM + PMA, 160 nM 108 * 12 (174)* 154 * 16 (179)*

Insulina, 100 nM 118 12 (190)*% 130 + 12 (151)
Insulina, 100 nM + PMA, 160 nM 118 % 16 {190)*% 154 * 16 {179)%*

R S k) Vo R e . vy S St Gt S N T il WSt =Rk g Py i TN VN T W Tt W s O W M ) D et s, Pk A S v Sy e B, s ot s ot e T " -

H

Cultivos primarios de hepatocitos obtenidos de ratas control y
ratas tratadas con una dosis de ticacetamida (6,6 mmoles/Kg), se
incubaron en presencia de PMA, bombesina e insulina a las
concentraciones indicadas, a 37 2C durante cuatro horas. Los
resultados, expresados en micromoles de lactato liberado al medio
por mg de proteina, son media + SD de cuatro determinaciones
experimentales diferentes. La t de Student indica las diferencias
estadisticas frente a ninguna adicién. *p<0,001.

Los nOmeros entre paréntesis indican los porcentajes frente a
ninguna adicién.
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Tabla 4.~ Actividad de l1la PFK-2 en cultivoes primarios de
hepatocites de rata control incubados en presencia de PMA,
bombesina e insulina.

L L et 0 P e . o P s e 2 s ot P st P il o A ki s i S Sl ok o S ot P A P Y i W SAPY Pk o Y S St Y S . Y o . o Y S il W

Adiciones === e ————
pH 8,5 pH 6,6
Ninguna 38 £ 2 (100} 19 + 2 (100)
PMA, 160 nM 36 + 4 ( 95) 18 + 2 ( 95)
Bombesina, 100 nM 51 & 4 (134) 27 + 3 (142)
Bombesina, 100 nM + PMA, 160 nM 60 # & (158)* 31 + 3 (163)%
Insulina, 100 nM 52 + 4 (136) 17 £ 2 ( 89)
Insulina, 100 nM + PMA, 160 nM 56 + 4 (147) 37 + 4 (195)%

-
T S iy et W T S S S e . g R ) N WP S VL Y Pt U Y T T Sl oy AV S AP s o Y S - iy —

Cultivos primarios de hepatocitos obtenidos de ratas macho adul-
tas, se incubaron en presencia de PMA, bombesina e insulina a las
concentraciones indicadas, a 37 2C durante cuatro horas. Los re-
sultados, expresados en picomoles de fructosa 2,6-bisfosfato
formados por minuto y por mg de proteina, son media + SD de
cuatro determinaciones experimentales diferentes, La t de Student
indica las diferencias estadisticas frente a ninguna adicién.

*p<0,001.

Los nlmeros entre paréntesis indican los porcentajes frente a

ninguna adicién.
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En las actividades de la PFK~2 a pH 6.6 {Tablas 4 y 5) no se
encontraron variaciones significativas en ninguna de 1las
condiciones ensayadas, lo que indica que estos ligandos no
producen diferencias en el estado de fosforilacién de la proteina
enzimitica en el sitio de fosforilacidén de la proteina quinasa
A. 8in embargo, la actividad PFK-2 a pH 8,5 (actividad total) se
incrementé por efecto del PMA, en hepatocitos tratados con
tioacetamida (Tabla 5) no en controles (Tabla 4), mientras gque
los otros ligandos, la bombesina y la insulina produjeron
incrementos en esta actividad en hepatocitos de ambos grupos. La
Tabla 6 muestra el cociente entre ambas actividades de la FFK-2
a pH 8,5/pH 6,6 en la cual parece ser que ninguno de estos
agentes produce un cambio cinético aparente en la actividad de
este enzima.
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Tabla 5.~ Actividad de l1la PFER-2 en ocultivos primarjos de
hepatocitos de rata +tratada con tioacetamida incubados en
presencia de PMA, bombesina e insulina.

T R S S o S . (PR S et G . T ke P il S Akly ek o g T e v S e Wi P et Sl vk W Al ek g Syt W A S . S S S el A T S e S WA A0 Suke A A

Adicicones @ =0 eaeeeremceemeee—oamm— e — o ——————
pH 8,5 pH 6,6

Ninguna 19 + 2 (100) 10 £ 1 (100)
PMA, 160 nM 32 + 3 (168)* 18 £+ 2 (180)%
Bombesina, 100 nM 24 £ 2 (126} 17 £ 2 (170)
Bombesina, 100 nM + PMA, 160 nM 32 & 3 (168} % 18 + 1 (180)%
Insulina, 100 nM 25 * 3 (136) 14 £ 1 (149)
Insulina, 100 nM + PMA, 160 nM 34 £ 2 (178)% 17 £ 2 (170)

G U S e O s S v et O Y T S T MO} St S W e b Pk S S S s g il Ml Rl P . W SO (el Wk W G s e ke S Y Sk W

Cultivos primarios de hepatocitos obtenidos de ratas macho adul-
tas tratadas con una dosis subletal de ticacetamida (6,6mmol/Kyg),
se incubaron en presencia de PMA, bombesina e insulina a las con-
centraciones indicadas, a 37 2C durante cuatro horas. Los resul-
tados, expresados en picomeoles de fructosa 2, 6~-bisfosfato forma-
dos por minuto y por mg de proteina, son media * SD de cuatro
determinaciones experimentales diferentes. La t de Student indica
las diferencias estadisticas frente a ninquna adicidn. *p<0,001,.

L,os nOGmeros entre paréntesis indican los porcentajes frente a

ninguna adicién.
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Takbla 6.- Cociente entre las actividades enzimidticas de la PFK~2

A PH 8,5 y PH 6,6 en hepatocitos de rata inocubados en presencia
de PMA, bombesina e insulina,

A " T S o et . YR Y T T T AR T b Sy AT e D b WU WA vk iy AR i o S Rall YU el TS T S T S g Go ks Ym WO N et ek G s T s i W s W S s S S

Cociente pH 8,5/6,6

Adiciones @ =000 ecee;waesee e e wee——m—ca—m s e e - ———
Control TAM

Ninguna 2,0 * 0,2 (100) 1,9 * 0,2 {100)

FMA, 160 nM 2,0 £ 0,2 (100) 1,6 £ 0,1 ( 84)

Bombesina, 100 nM 1,89 £ 0,1 ( §5) 1,4 £aG,1 ( 74)

Bombesina, 100 nM + PMA, 160 nM 1,9 # 0,1 { 95) 1,7 £ 0,1 { 89)
Insulina, 100 nM 3,1+ 1,8 (155) 1,8 %+ 0,2 ( 95)
Insulina, 100 nM + PMA, 160 nM 1,5 * 0,2 ( 75) 2,0 £ 0,2 (108)
Cultivos primarios de hepatocitos obtenidos de ratas macho
adultas control y tratadas con una dosis subletal de tiocacetamida
(6,6 mmoles/Kg), se incubaron en presencia de PMA, bombesina e
insulina a las concentraciones indicadas, a 37 eC durante cuatro
horas. Los resultados, obtenidos por cédlculoc del cociente de las
actividades enzimiticas de la PFK~2 a pH 8,5 y a pH 6,6, son
media * SD de cuatro determinaciones experimentales diferentes.
La t de Student indica las diferencias estadisticas frente a
ninguna adicién. *p<0,001,

Los nlmeros entre paréntesis indican los percentajes frente a
ninguna adicidn.
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3.8.~ BEfecto de la subunidad catalitica de la proteina quinasa
dependiente del cAMP sobre la actividad de la PFR-2

Para observar diferencias en el estado de fosforilacién de la
PFK-2 dibido al tratamiento con tioacetamida, el enzima
purificado con Blue Sepharosa a partir de hepatocitos aislados
de ambos grupos de ratas, se incubé con la subunidad catalitica
de la proteina quinasa dependiente del cAMP (PKA). En la Tabla
7 se muestran los valores de la actividad PFK~2 a pH 8,5 y a pH
6,6, lo que demuestra una vez mis que, aungue el enzima de ratas
control resultd inhibido cuando se ensayd a pH 6,6, no se observd
cambio alguno a pH 8,5. Por el contrario, la actividad de la
PFK-2 de hepatocitos tratados con ticacetamida no exhibié cambios
a pH 6,6 cuando se incubaron en presencia de PKA, mientras gue
la actividad total PFK-2 (pH 8,5) incrementd notablemente por
efecto de la PKA. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
en nuestro laboratorio con enzima fetal (Martin-Sanz y col,
1987a).
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Tabkla 7.- Actividad PFK-2 en hepatocitos aislados de ratas
tratadas con tiocacetamida. Efecto de la proteina quinasa A (PKA).

T AR o e ek o M e TR . . e} o D s W . G b S e s e e i S o o Sl G P N L . P A i S o o o ke e S T S A e S Qo

PFK~-2 {pmoles/min/mg  proteina)

Hepatocitos Adiciones =-~=—c——ccmmmemm i
pH 8,5 pH 6,6 pH 8,5/pH 6,6

Control = — —=-=- 38 = 4 19 + 1,6 2,0t 0,2

PKA + ATP 1 mM 40 * 3 8 + 0,7* 5,0 + 0,6*
(105) (42) {250)

TAM  emeee 19 £ 2 10 £ 0,9 1,9 £ 0,

PKA + ATP 1 mM 21 £ 2 8 + 0,7 2,6 + Q,
(110) {80) {136)

La PFK-2 de hepatocitos aislados de ratas control y tratadas con
ticacetamida, purificada con Blue-Sepharosa, se incubd con 0,1
mUnidades de la subunidad catalitica de la proteina guinasa A,
a 30 2C durante 10 minutos. Las muestras se utilizaron para de-
terminar la actividad de la PFK-2 a pH 8,5 y a pH 6,6. Los resul-
tados, expresados en picomoles de fructosa 2,6-bisfosfato forma-
dos por minuto y por mg de proteina, son media + SD de cuatro
determinaciones experimentales diferentes. La t de Student indica
las diferencias estadisticas frente a ninguna adiciédn. *p<0,001.

Los nGmeros entre paréntesis indican los porcentajes frente a
ninguna adicién.
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3.9.- Efecto del sn-glicerol 3~fosfato sobre la actividad de la
PFK~2

Es un hecho conocido que la actividad de la PFK-2 hep&tica es muy
sensible a la inhibicién por el sn-glicerol 3-fosfato (Probst vy
Unthan-Fechner, 1985). De acuerdo con esto, el efecto inhibidor
del sn-glicerol 3-fosfato se ha evaluado sobre la actividad de
la PFK-2 purificada con Blue-Sepharosa a partir de hepatocitos
de ratas control y tratadas con ticacetamida. La actividad PFK-2
se ensayd con fructosa 6-fosfate 0,1 mM y ATP-Mg 0,5 mM a pH 7,1.
Como se muestra en la Figura 33, la PFK-2 procedente de
hepatocitos post necréticos, se inhibié en menor grado gque la
bProcedente de hepatocitos control, en presencia del sn-glicerol
3-fosfato. La K, fue 0,2 y 3 mM, respectivamente para el enzima
Procedente de los hepatocitos control y los tratados. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos para la PFK-2 procedente
de hepatocitos fetales (Martin-Sanz y col, 1987a).
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Figura 33.- Efecto del sn-glicerol 3-fosfato sobre la actividad
de la PFKR-2 en hepatocitos de ratas tratadas con ticacetamida.
La actividad PFK~2 purificada con Blue-Sepharosa fue ensayada con
fructosa 6-fosfato 0,1 mM y ATP-Mg 0,5 mM a pH 7,1. Las activi-
dades especificas de hepatocitos control (@ y tratados con TAM
(A) correspondientes a los valores 100 % fueron 38 * 4 y 19 + 2
pmol/min/mg proteina, respectivamente. Los resultados son nmedia
* SD de duplicados de cuatro experimentos diferentes. #%p<0,001,
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3.10.~ Actividades hexoguinasas y glucoquinasa en la fraccién
soluble de higado de rata

La Figura 34 muestra las actividades de las hexoquinasas, y la
glucoguinasa, enzimas encargados de fosforilar la glucosa. Se
determinaron por sus distintas afinidades por la glucosa (100 mM
Y 0,5 mM) y por la fructosa (33 mM), en la fraccién soluble de
higado en distintos momentos después del tratamiento con
tiocacetamida: 12, 24, 36 y 48 horas.

La disminucién relativa de la actividad de la hexoguinasa de alta
Km (100 mM) o glucoquinasa, registrada a las 12 horas de la
administracién del téxico, contrasta con el significativo
incremento, muy notable a las 36 y 48 horas, de la hexoguinasa
de baja Xm (0,5 mM) y de la correspondiente a la fructosa (33
MM) ., En los mismos homogenados se evalué la actividad de la
lactato deshidrogenasa, la dual no mostré variaciones aparentes

en ningdn caso.
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Figura 34.- Actividad de las hexoquinasas a diferentes tiempos
después de la administracidén de ticacetamida.

La actividad se expresa en umoles de glucosa o fructosa 6~fosfato
formados por minuto y por gramo de higado.@---@ glucosa 100 mM
(glucoquinasa); A---A glucosa 0,5 mM; i--- 8 fructosa 33 mM,
*p<0,001. ' '
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3.11.,- Glucdgeno hepdtico y glucosa plasmitica

La Figura 35 muestra las concentraciones de glucdgenc hepéatico
Y glucosa plasmdtica a distintos tiempos despuéds de 1la
administracién de tioacetamida: 1, 2, 3, 6, 12, 24, 36 y 48
horas. Después de la brusca caida en la concentracién de
glucdgeno a las seis horas se registré un descensc progresivo
mostrando a las 36 y 48 horas niveles significativamente bajos.
La concentracién de glucosa plasmdtica, por el contrarioc, mantuvo
concentraciones muy cercanas a la normalidad con la excepcién de
un discreto incremento en las primeras seis horas del
tratamiento.

La concentracidn de glucégeno se expresa en g por 100 g de
higado, que se determind, tanto en extractos de higade control
como en los de higado TaM. Hay gue destacar un pequefio, pero
agudo incremento con un pico a las 3 horas, en momentcs previos
a la dramatica caida que tiene lugar a las 6 horas con valores
cercanos al 25 %; a partir de agui la disminucién es continua y
Progresiva alcanzando a las 48 horas valores inferiores al 10 %
del valor normal de glucégeno hepédtico.
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Figura 35.- Cambios en el glucégeno hepaAtico (g/100 g higado) ¥y
glucosa en plasma (mM) a 1, 3, 6, 24, 30 y 48 horas de la
administracién de ticacetamida. La tiocacetamida, en dosis de 6,6
mmoles/Kg, fue administrada intraperitonealmente.

@® ---® glucégeno en higado de ratas control.

Q ~-- 0 glucégeno en higado de ratas tratadas con tioacetamida.
A -~-A glucosa en plasma de ratas tratadas con tiocacetamida,
Los resultados son media + S8SD de duplicados de cuatra
experimentos diferentes. *p<0,901.
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4.- DISCUSION

La destruccién selectiva de los hepatocitos centrilobulares pro-
ducida por una dosis subletal de tiocacetamida y el estado proli-
ferativo del higado en regeneracidén que sigue inmediatamente a
la necrosis, ha sido utilizado en el presente trabajo como medio
para estudiar la respuesta hepitica frente a la agresiédn de un
agente téxico en su doble aspecto: destruccién celular y regene~
racidn hepatocelular. La necrosis hepitica ocasionada por agentes
quimicos hepatotéxicos se ha relacionado con una serie de even-
tos; el primero de ellos es la formacidén de especies quimicas
reactivas derivadas de la biotransformacién del téxico en el
interior de la célula funcional hepitica. La gran reactividad de
estos metabolitos, en nuestro caso la tioacetamida S-éxido y sus
derivados, ocasiona alteraciones en el estado redox celular, en
los niveles del glutation, en la lipoprotefnas membranales y en
la concentracién de calcio intracelular. La necrosis hepdtica se
ha asociado con elevacicnes en el contenido de calclo en el
hepatocito y en el caso de la necrosis inducida por la tioaceta~-
nida, este incremento tiene lugar entre las 18 y las 24 horas de
la administracidn de una dosis necrogénica de esta hepatotoxina
(Landon y col, 1986), Este momento colincide, segOn nuestros
resultados con el punto de maxima necrosis,

La regeneracién hepatocelular y la restauracidédn hepatolobular que
tiene lugar inmediatamente después de la pérdida de células hep&-
ticas por accidn del hepatotdxico tiocacetamida, se ha tratado de
establecer cronolégicamente en el modelo experimental del
presente trabajo.

4.1. Necrosis hepatocelular y lesién hepdtica inducida por
tiocacetamida.

El estudio histopatoldgico de cortes de higados obtenidos a dis-
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tintos tiempos después de la administracién del hepatotéxico
ticacetamida, ha podido demostrar gue tanto la necrosis hepato-
celular como el proceso regenerativo que tiene lugar inmediata-
mente después, se ponen de manifiesto con una gran claridad a
nivel morfolégico. La necrosis hepdtica masiva, que a nivel
histopatoldgico presenta su médximo a las 24 horas de la adminis-—
tracién de la hepatotoxina, coincide con el punto de maxima
actividad de los enzimas marcadores de la necrosis., Los enzimas
ensayados en suero fueron las aspartato y alanina aminotrans-
ferasas y la isocitrato deshidrogenasa NADP, cuyos valores, a las
24 horas de la intoxicacién, fueron 14, 7, y 27 veces, respecti-
vamente, los correspondientes de estas actividades enzimdticas
en condiciones normales. Los camblos observados en las activi-
dades aminotransferasas fueron relativamente débiles hasta las
12 horas, momento en el que se registrd una brisca elevacién
hacia el punto de maxima actividad alcanzado a las 24 horas.
También la isocitrato deshidrogenasa presentd variaciones poco
apreciables en los momentos iniciales y fue a las 6 horas de
tratamiento cuando se observd una brusca elevacidn que alcanzd
también su miaximo a las 24 horas. Las actividades séricas de
estos tres enzimas marcadores de necrosis descendieron en las
muestras obtenidas a las 48 y a las 72 horas hasta valores
cercanos a la normalidad.

Los enzimas marcadores de la lesién hepdtica determinados en el
presente trabajo, han sido la gamma-glutamil transferasa en suero
¥ la glutation S-transferasa en homogenado hep&tico, Ambas acti-
vidades alcanzaron los valores més elevados en los momentos coin=~
cldentes con el punto de m&xima necrosis hepatocelular. Se sabe
que la gamma-glutamil transferasa (GGT) es un enzima extracelular
cuya actividad se eleva en casos de enfermedad hepatokiliar,
intoxicacién etilica o estado preneoplésico (Cascales y col,
1991). La GGT es el Gnico enzima conocido que cataliza 1la
hidrélisis del enlace glutamilo del glutation, lo que representa
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el primer paso en la degradacién del glutation. El nivel hep&tico
de este enzima es muy bajo; en nuestro caso la elevada actividad
de la GGT puede, junto con la de la GST, ser la causa de la
deplecidén transitoria del glutation ocasionada por la administra-
cién del hepatotéxico tioacetamida. La disminucién de la concen~-
tracién intracelular de glutation coincide también con los
méximos de actividad de la GGT y la GST y es transitoria ya que
al brusco descenso gue se registra a las 6 horas continua a las
12 y las 24 horas, punto este Gltimo en el gue se registra el
minimo de concentracién con un tercio del valor nermal. A partir
de este momento la concentracién de glutation intrahepatica
aumenta a las 48 y 72 horas. En el caso de intoxicacién crénica
con tioacetamida los niveles de glutation no experimentaron
variaciones (Cascales y col, 19%%Ca y 1991},

Los resultados obtenidos en los momentos iniciales de la intoxi-
cacién, se consideran de una gran utilidad a la hora de realizar
el diagnéstico de la lesidén hepatica originada por la administra-
cidén de un hepatotéxico y su conocimiento es importante cuando
se trata de investigar la respuesta hepética frente a la lesién
téxica,

La concentracién de malondialdehido se ha determinadoc en extrac-
tos hepéticos tratados con ticacetamida con el objeto de analizar
el grado de lesién hepdtica referida a la peroxidacién lipidica
¥ @ la degradacién de las membranas plasmiticas inducidas por el
0 los metabolitos reactivos derivados de la biotransformacién de
este hepatotdxico., Los resultados nos muestran unos incrementos
muy notables que se disparan a las 6 horas y que se mantienen
especlialmente elevados en el periodo que fluctua entre las 24 y
48 horas, para mas tarde descender. Glutation y malondialdehido
muestran perfiles inversos, pero el descensoc del glutation es
anterior al incremento del malondialdehido, lo que esti de
acuerdo con el hecho de gue una disminucidn de glutaticn moderada
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no tiene que ir acompafiada de una elevacién del malondialdehido
Y gque la elevacidn en la concentraciédn de este Gltimo ocurre sélo
en la fase terminal de la necrosis,

4.2, Andlisias por citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica que se dedica al andlisis
multiparamétrico de un gran ndmero de partfculas y entre ellas
los hepatocitos en suspensién; cuando se han aislado de ratas gue
han sufrido un ataque téxico necrogénico, proporcicnan un medio
donde estudiar diferentes poblaciones de hepatocitos: hepatocitos
remanentes, hepatocitos desdiferenciados en proliferacidn vy
hepatocitos recién divididos. Este técnica es capaz de analizar
cuantitativamente y con gran rapidez poblaciones celulares hete-
rogéneas. La autofluorescencia emitida por la mayor parte de las
células de mamiferos parece que se debe a la presencia de nucled-
tidos de flavina y piridina que producen emisién de fluorescencia
cuando se excitan con luz azul-verde y ultravioleta, respectiva-
mente (Thorell 1980, 1581, 1983; Shapiro, 1989). Esta autofluo-
rescencia es paralela al estado redox de la célula (la fluores-
cencia verde indica el estado oxidado) y por consigulente a su
estado metabélico (Thorell 1980)., El espectro de emisién de
fluorescencia de las flavinas tiene un maximo a 530 nn. Nuestros
experimentos se han realizado principalmente a 530 nm y los
resultados obtenidos estan de acuerdo con aguellos observados por
Thorell (1983). Por tanto, las variaciones en la emisién detec-
tadas a 530 nm en hepatocitos adultos y fetales, pueden ser
debidas a variaciones en el estado redox de la célula, Los
hepatocitos fetales mostraron a 530 nm una fluorescencia més
baja, que se corresponde con un nivel energético mis elevado,
mientras que los adultos controles presentaron una fluorescencia
elevada, indice de menor energia. El higado de ratas, por efecto
del tratamiento con ticacetamida en las condicicnes del presente
trabajo, sufrid un proceso necrético hepatocelular perivenoso
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Seguido de una respuesta proliferativa. Para que se verifique
esta respuesta, las poblaciones remanentes de hepatocitos maduros
altamente diferenciados tienen que pasar por un proceso de desdi-
ferenciacién en el que adquieren propiedades caracteristicas de
los hepatocitos fetales. Nuestros resultados obtenidos por
citometria de flujo han permitido detectar a nivel celular, el
efecto hepatotéxico de la ticacetamida y también observar,
individualmente en un ndmero considerable de hepatocitos, el
grado de lesidn hep&tica producida por este xenobiético. De estos
andlisis se deduce que los hepatocitos aislados de higado en
regeneracidn post necrética inducida por ticacetamida, muestran
caracteristicas muy diversas en tamafio, complejidad y fluores-
cencia. Una serie de poblaciones presenta propiedades de hepato-
Citos adultos, otra de hepatocitos fetales y otra de hepatocitos
con caracteristicas intermedias.

Una de las aplicaciones mis importantes de la citometria de flujo
en clinica es la determinacién del DNA gendmico en poblaciones
celulares cuya proliferacién celular se encuentra alterada como
sucede en el caso de tejidos tumorales. En general, el valor del
contenido celular de DNA gendmico interesa por dos razones: para
determinar en una poblacidén celular la presencia de células
aneuploides, y para conocer el porcentaije de células en cada fase
del ciclo celular. Los hepatocitos normales presentan una
estabilidad en cuanto a su contenido en DNA y organizacién
cromosémica. Sin embargo, los hepatocitos en estado proliferativo
(regenerantes) se encuentran involucrados en el procesc de repro-
duccidén a través del ciclo de divisién celular gque incluye la
sintesis programada del DNA para duplicar el DNA genémico de 1la
c¢élula antes de su divisién. Las células regenerantes, por
tanto, poseen un contenido m&s elevado en DNA que las cé&lulas
quiescentes y este contenido puede variar en cada ciclo Qe
acuerdo con la progresién en la sintesis de DNA. El contenido en
DNA de las células que se incorporan al ciclo celular varia con-
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tinuamente desde el valor inicial, (2¢ = diploide), caracteris-
tico de las células en estado de reposo hasta dos veces el valor
inicial (4c = tetraploide), cuando se completa la replicacién
del DNA. El andlisis del contenido del DNA de una poblacién
Celular, una de las aplicaciones mis importantes de la citometria
de flujo proporciona dos clases de informacidn: 1.~ el valor del
contenido del DNA genémico (ploidia o Indice DNA) de una pobla-
<idén celular normal, tumoral, gquiescente o proliferante. 2.- la
fracecidn celular gue se encuentra en fase de sintesis del DNA (S)
O la fraccidén que sufre la mitosis (M).

La determinacién de la ploidia depende de la posicidén del pico
GO0-G1 de la muestra en relacién con el plco G0-G1 de la poblacidn
celular diploide utilizada como control. El andlisis del ciclo
celular requiere la divisién del histcograma en tres Areas que
representan las fases G0-G1l, 5 y G2 + M y la integracidn del &rea
Jgue representa cada fase. La tincidn de las células con fluoro-
cromos, tales como el yoduro de propidio, combinade con el
andlisis cuantitativo célula a célula por citometria de fujo
permite la determinacién ré&pida del contenido en DNA de las
cé&lulas con el objeto de conocer, tanto el indica de DNA o
ploidia, como la actividad proliferativa de la poblacidn.

El higado regenerante es un modelo de proliferacidn celular
masiva que presenta la propiedad, sobre las células tumorales de
ser sincrénoma. En poblaciones de hepatocitos tratados con
tioacetamida se ha evaluado la cantidad de DNA en cada una de las
fases del ciclo celular. Los resultados obtenidos se han compa-
rado con hepatocitos de ratas adultas y fetales. El proceso rege-
nerativo, extraordinariamente répido en higado post-necrdtico nos
llevdé a investigar acerca de las variaciones en el contenido de
DNA hepatocitario a partir de la administracidn de una dosis
subletal de un agente hepatotdxice como la ticacetamida. En
nuestros experimentos se ha observado que el porcentaje de
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cé&lulas hepdticas en fase 8 (sintesis), se eleva de manera
notable a partir de las 24 horas de la administracidén del hepa-
totdxico, y esta elevacidén alcanza su punto miximo entre las 36
Y 48 horas con cotas tan elevadas como 21 y 19 veces, respec-
tivamente, los valores control. Esta elevacidn concuerda con el
punto més elevado de la necrosis y la casi desaparicién de 1la
fraccién tetraploide. Considerando que el punto minimo de frac-
cién G2 + M precede en horas al de ma&xima sintesis del DNA puede
deducirse de estos resultados gque una parte de la fraccidn
tetraploide desaparece debido, por un lado, a un mayor Iindice
mitético y por otro, a que la necrosis afecte mayoritariamente
a las células gue se encuentren en G2 + M. La poblacién en fase
Gl también se modifica durante el proceso de necrosis y regene-
racién, llegando a su mi&ximo (94 %) a las 24 horas de la intoxi-
cacién, punto en el que el perfil de la distribucidén de las
distintas poblaciones cambia hacia el tipico fetal. Es curiocso
observar como este abrupto cambio de adulto a fetal se verifica
en un pericdo de seis horas, desde las 18 a las 24 horas de la
intoxicacién. Es por tanto interesante insistir gue la necrosis
afecta mayoritariamente a las poblaciones tetraploides y que es
realmente la pérdida celular la que desencadena la sintesis del
DNA. Queda por demostrar la vinculacién entre la sintesis del DNA
Yy la mitosis pues, a las 72 horas aln no se ha llegado a estable-
cer el perfil adulto en las poblaciones de hepatocitos.

El mecanismo que controla la regulacidn de la iniciacién de la
mitosis es comin a todos los eucariontes:

1.- La activacién proteina guinasa p34, producto del gen cdec2,
es el mecanismo central que induce a las células a entrar en
mitosis. Esta guinasa fosforila proteinas clave necesarias para
la mitosis. La actividad quinasa p34 mantiene a la célua en el
estado M y para la salida de M se requiere la inactivacién de p3d
(fosforilacién) y la accidn de fosfatasas. 2.~ p34 forma un com=-
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plejo con las ciclinas. Las ¢lclinas se requieren para la activa-
cidén de p34 y se degradan (proteolisis) cuando las cé&lulas salen
de M lo cual contribuye a la inactivacién de p34. 3.- La activa-
cidn de p34 se asocia con la defosforilacién de los residuos de
tirosina y treonina. La permanencia de las células en la fase M
depende de una proteina, la p80 producto del gen cdc2s.

La vinculacién entre las fases 8 y M estd mediada a través de la
P80 la cual activa a la p34. La intervencién de p80 en esa vincu-
lacién puede explicar, parcialmente, las diferencias'aparentes
entre los ciclos proliferativos de la células somdticas y las
células embrionarias en lo concerniente a los controles feedback
y frenado, que generan las relaciocnes de dependencia dentro del
ciclo celular. En células de embriones en las primeras fases de
divisidén, como ocurre en las regenerantes, el blogueo de 1la
replicacién del DNA puede no prevenir que se verifique la
nitosis. Con elevados niveles de p80 no es cperativa la vincula=-
¢ién entre S y M que es lo gue ocurre en células embrionarias,
Sin embargo, en células somdticas, la p80 se encuentra limitada
para establecer la dependencia S~M. Hemos observado que en los
momentos iniciales de la intoxicacién, la sintesis del DNA es tan
baja como en los adultos contrel y ello hace gue la mitosis sea
también baja porque, al parecer existe una dependencia entre §
Y M. En higado adulto esta dependencia va a proporcionar un
aclimulo de células tetraploides. Cuando las células comienzan a
dividirse en el proceso regenerativo adquieren propiedades da

células embrionarias.

4.3. Efecto mitogénico del suero de rata después de la
administracidn de tiocacetamida.

Se sabe que la pérdida de hepatocitos origina la formacién de
factores de crecimiento séricos (Michalopoulos y col, 1982; Andus
y col, 1891), que van a ser responsables de la proliferacién
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celular en el proceso regenerativo., Este efecto mitogénico se ha
puesto de manifiesto en nuestro modelo experimental sometiendo
cultivos secundarios de fibroblastos aislados de embrién de
pollo, a la accién de suero de ratas obtenido después de la admi~
nistracién de tiocacetamida. Se ha observado que el suero de ratas
no tratadas (control) inhibe el crecimiento de fibroblastos en
cultivo evaluado por incorporacién de 3H-timidina. La aparicién
de estos factores de crecimiento en suerc precedid en 12 horas
el punto de midxima necrosis. Los valores obtenidos demuestran la
existencia de estos factores gque promueven la proliferacién de
células en cultivo. Sin embarge, no se sabe si el brusco descenso
en la actividad mitogénica que se registra a las 24 horas sea
debido a un descenso en la transcripcién de estos activadores de
la proliferacién o mds bien a una mayor aparicién en suero de
factores inhibidores que, se originan en etapas posteriores a los
inductores con el obijeto de evitar una proliferacién celular

incontrolada.
4.4. Calcio y proliferacién celular.

Son muchos los autores gue atribuyen al calcio el papel principal
en la muerte celular inducida por xenobiéticos (Orrenius y col,
1987 y 1988). Una elevacidn sostenida del calcio intracelular
procedente del calcic extracelular y debida a alteraciones en la
permeabilidad de la membrana plasmitica trae consigo la activa-
cién de una serie de enzimas degradativos: fosfolipasa A,
glucégeno fosforilasa a, endonuclesas, etc, gue ocasionardn la
muerte celular. Sin embargo, la elevacidn del calcio intracelular
debido a la cascada de reacciones ocasionadas por la accidén de
los factores de crecimiento sobre duinasas, fosfoinositoles,
segqundos mensajeros y liberaciédn del calcio del reticule endo-~
pléasmico, origina una elevacidn transitoria del calcio citosdlico
gue ayuda a la activacién de proteina quinasas, especialmente la
proteina quinasa C, cuya activacidn se encuentra involucrada en
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la proliferacidén celular. En el presente trabajo se ha realizado
una evaluacidén de los niveles intracelulares del calclo en
poblaciones de hepatocitos obtenidos después de la administracién
de ticacetamida y se ha observado un incremento paulatino que
alcanza su valor mds elevado a las 14 horas.

4.5. Efecto de hormonas y mitSgencs sobre la PFK-2,

En regeneracién hepdtica post necrética, al igual gue en la indu-
cida por hepatectomia parcial, tienen lugar cambios similares a
los observados en higado en respuesta al ayuno, Entre é&stos, cabe
destacar la desaparicidn del glucdgeno por incremento de la
glucogenolisis y una disminucidén del flujo glucolitico (Katz,
1979) . Estos cambios estén regulados por influencias hormonales,
Durante 1la regeneracidén hepatica se han descrito diversas
transiciones de isoenzimas hepiticos de tipo adulto a otros
isoenzimas que corresponden a un estade menos diferenciado. Esto
ocurre con la glucoguinasa (Sato y col, 1969) y el tipo L de la
piruvato quinasa (Bonney y col, 1973; Garnett y ccl, 1974}, gue
sufren transiciones a formas isoenzimaticas mencs diferenciadas.

En el modelo experimental de regeneracién hepltica inducida por
la ticacetamida, se ha investigado la sensibilidad a hormonas vy
nitégenos y se han analizado las varlaciones en los niveles de
glucdégeno, en la actividad de enzimas glucogenaliticos y gluco-
liticos, en la concentracién de fructosa 2,6-bisfosfato y en la
actividad de la PFK-2 durante las primeras 48 horas después de
la administracién del téxico. Se han determinado también las
alteraciones en las propiedades reguladoras de este enzima para
detectar una posible transicién iscenzimdtica similar a 1la
descrita por Loiseau y col (1988) en células de hepatoma.

Hay que destacar en nuestros resultados que, tanto los enzimas
glucogenoliticos (la glucégeno fosforilasa a) como los glucol -
ticos (hexoquinasas, glucoquinasa, fosfofructogquinasa-1, fosfo-
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fructoquinasa-2 y piruvato quinasa) ensayados, fueron insensibles
a1l efecto inhibidor del glucagén que se administrdé in vivo a
ratas 48 horas después de la tioacetamida y seis minutos antes
del sacrificio. También, en cultives primarios de hepatocitos
aislados de ratas tratadas con tioacetamida, el glucagdén no pro-
dujo respuesta alguna en la concentracién de fructosa 2,6-bis
fosfato, metabolito gue en condiciones normales disminuye signi-
ficativamente por efecto del glucagén, debido al efecto inhibidor
gque produce esta hormona scbre la actividad de la PFK-2.

El control hormonal del metabolismo de carbohidratos en hepato-
citos de mamiferos implica la interconversiédn entre las formas
activa e inactiva de enzimas reguladeores clave mediante la accidn
de proteina quinasas dependientes del cAMP y Ca’'-calmodulina
(Pilkis y col, 1988). La accién de agonistas o, adrenérgicos
esta4 mediada a través de la hidrélisis del fosfatidilinositol-
bisfosfato y la movilizacidn del calcio (Berridge e Irvine,
1984). Los efectos del glucagdn van también unidos a una eleva-
cién del calcio citosélico (Charest y col, 1983), en los cuales
estdn involucrados mecanismos dependientes (Blackmore y Exton,
1986; Staddon, 1989) o© no del cAMP (Wakelan y col, 1986),
relacionados con la rotura de los inositol fosfolipidos.

Lag diferencias mé&s relevantes entre los hepatocitos de higado
en regeneracidn y los hepatocitos de hligado adulto control, se
han observado en el mecanismo de respuesta de la proteina quinasa
C posterior a la activacidn por los ésteres de forbol {PMA). Los
hepatocitos control carecen de esta respuesta, mientras que las
células hepdticas tratadas con ticacetamida (post necréticas) y
los hepatocitos fetales (Martin-Sanz y cel, 1989%9a), muestran un
notable incremento en la concentracidn de fructosa 2,6-bisfosfato
Y en la actividad de la PFK-2 cuando se exponen a concentraciones
de PMA en el rango de la activacidn méxima de la PXC (160 nM).
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El mecanismo mediante el cual la presencia de PMA actda elevando
la concentracién de la fructosa 2,6~bisfosfato y la actividad del
enzima gue lo produce, la PFK-2, en hepatocitos en regeneracién
inducida por una dosis necrogénica de un hepatotédxico, tiene que
involucrar necesariamente al estimulo de la actividad de 1la
proteina guinasa C, ya gque este enzima es el receptor bioclégico
de los ésteres de forbol. La comparacidn de los resultados obte-
nidos con este ligando (PMA) en hepatocitos de ratas tratadas con
tioacetamida y de ratas control, como también de células hepdti-
cas fetales (Cascales y col, 1992b), nos fuerza a pensar que la
actividad de la PFK-2 en hepatocitos regenerantes y en fetales
se encuentra controlada por esta proteina quinasa dependiente de
calcio. Se ha demostrado que la proteina quinasa € activada
interfiere con la unién de ligandos a los receptores «, de los

hepatocitos (Corvera, 1986),

No se conoce todavia el mecanismo mediante el cual la activacién
de la proteina gquinasa C por el PMA estimula la actividad de la
PFK~2, aungque se ha demostrado la existencia de un efecto directo
de la proteina guinasa C sobre el estado de fosforilacidn y scbre
las propledades cataliticas de la PFK-2 (Rider y Hue, 1986; Kita-
kawa y col, 1988). En nuestros experimentos, la incubacién de los
hepatocitos fetales con PMA, bombesina e insulina no ocasioné
camblos en la afinidad de la PFK=-2 por la fructosa 6-~fosfato en
el rango de pH entre 6,6 y 8,5. Sin embargo, la fosforilacién de
la PFK-2 de miocardio (la forma de 58 KkDa) por la proteina
quinasa €, produjo un incremento de dos veces la Vmax en la PFX-2
$in afectar la afinidad de este enzima por su sustrato, la
fructosa 6-fosfato (Kitakawa y col, 1988). A pesar de esto, 1la
PFK-2 fetal se fosforila por la proteina guinasa C, pero ello no
le hace exhibir cambio cinético alguno (Cascales y col, 1392b),

Se sabe gque la bombesina induce una via de transduccidn de
sefiales, en la que interviene la activacidén de una fosfolipasa
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especifica de fosfatidil inositoles, gque genera diacilglicerol
en la membrana plasmdtica y un incremento en los niveles de
calcio citosélico (Hasegawa-Sasaki y col, 1988). El diacilgli-
cerol y el calcio son activaderes de la proteina dgquinasa C
(Nishizuka, 1984). Sin embargo, ne parece probable la
intervencién de la proteina quinasa C en la elevacidén de la
concentracién de fructosa 2,6-blisfosfato en hepatocitos no
tratados (control), ya que la activacién directa de la protelna
quinasa C por el PMA no ocasiondé la respuesta observada en el
caso de la bombesina. El efecto de la bombesina sobre estas
células puede explicarse a través de su capacidad de movilizar
el calcio, y este elemento al estimular la degradacién del
dglucégeno origina el incremento de la fructosa 2,6-bisfosfato.
Otra posible explicacidn de la elevacién de la actividad de la
PFK~2 inducida por 1la bombesina podria ser gque los cambiocs
producides por este mitbégeno refuercen la estabilidad de 1la
proteina enzimidtica y con ello su respuesta a los ligandos,

Las elevaclohes en el contenido de fructosa 2,6-bisfosfato y en
la actividad de la PFK-2 producidas por la insulina son similares
a las producidas por la bombesina, a pesar de gque la insulina
actua por mecanismos independientes del calcio o de la proteina
guinasa C. Estos resultados estén de acuerdo con los estudios de
Muller (1988) en hepatocitos cultivados durante 48 horas. Se
desconoce el mecanismo mediante el cual la insulina eleva 1la
actividad PFK-2, pero es posible que sea mediante la estabiliza-
cién del enzima, ya que en animales dlabéticos la menor actividad
PFK-2 se debe a una disminucién en el contenido de la proteina
enzimética, pero no en el de su mRNA (Crepin y col, 1988).

El andlisis de la actividad de la PFK-2 mostré diferencias entre
los enzimas procedentes de higado de rata control o tratado con
TAM. La incubacién de la PFK-2 parcialmente purificada con 1la
subunidad catalitica de la proteina quinasa A no mnmodificé 1a
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actividad enzimdtica en hepatocitos de vratas tratadas con
ticacetamida. Ademds, la sensibilidad de la inhibicién por el
sn-glicerol 3-fosfato fue notablemente menor en el caso del
enzima procedente de ratas TAM. A partir de estos resultados y
de otros obtenidos anteriormente con hepatocitos fetales (Martin-
S5anz y col, 1987a), puede deducirse gue los hepatocitos en
regeneracién 1inducida por tiocacetamida contienen, como los
fetales, una forma de PFK~2 diferente a la que se encuentra en

higado control.

En sistemas secretores, los ésteres de forbol producen una res-
puesta limitada gue puede aumentar considerablemente mediante la
adicién de un iondéforo del calcio (Abdel~Latif, 1%86). En el
hepatocito de mamiferos la degradacidn del glucbdgeno se controla
hormonalmente a través de la formacidn del inositol trifosfato
gque promueve la liberacidén del calcio de los reservorios en el
interior de la célula (Berridge e Irvine, 1984), incrementando
el calcio citoplasm&tico desde 0,1~0,2 uM hasta 0,5-1,0 uM. El
calcio activa la glucégenc fosforilasa gquinasa y estimula 1la
degradacién del glucdgeno, mientras gue la proteina quinasa C
inhibe la glucégeno sintetasa (Bourne y De Franco, 1989).

Estos mecanismos son los que han de estar implicados en la brusca
disminucién en la concentracidédn de glucdgeno, que se observa a
las 6 horas de administrar el hepatotéxico, antes de la
iniciacién de la sintesis del DNA. También el incremento en les
niveles de cAMP encontrados por Rosa y col (1991) en higado en
regeneracién Jjunto con la actividad de la proteina quinasa
dependiente del cAMP, pueden contribuir a la degradacidén del
glucégeno.

El caleio citoplasmitico puede elevarse también por despolariza-
cidén de la membrana abriendo los canales de calclo en la membrana
plasmidtica (Reuter y Porzig, 1988). El diacilglicerol puede pro-
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ceder de otros lipidos diferentes al fosfatidilinositol-
bisfosfato. Por ejemplo, se ha descrito gque la insulina estimula
la actividad de la fosfolipasa C para hidrolizar un derivado
complejo del fosfatidilinositol (Saltiel y col, 1986) que genera
diacilglicerol y un segundo mensajero que activa la fosfodieste-
rasa dependiente del cAMP.

Numerosos ejemplos demuestran gue la via calcio-~fosfoinositoles
Y la via cAMP pueden ser divergentes en algunas c¢&lulas, mientras
gque en otras, sus acciones pueden ser paralelas (Berridge, 1987).

El cAMP y los segundos mensajeros de los fosfoinositoles actian
concertadamente para estimular la liberacién de la dglucosa
hepédtica (Edelman y col, 1987). Las alteraciones inducidas por
mitdgenos en la coencentracién del calcio citoplasmitico presentan
un interés especial por desencadenar y regular la proliferacién
celular. La entrada de calcio en la célula por medio de un
iondforo simula la accién del EGF y del PDGF e induce la
expresién de los proto-oncogenes c¢-fos y c-myc (Moclenar y col,
1988) .
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5.~ CONCLUSIONES

1.~ La administracién intraperitoneal a ratas de una dosis de
6,6 mmoles/Kg de tioacetamida produjo necrosis hepatocelular
masiva que presenté su m&ximo a las 24 horas de la administracién
del hepatotéxico. Este punto fue determinado por cbservacidn de
la morfologia de cortes de higado y por la elevacidn en suerc de
actividades enzimdticas marcadoras de la necrosis (GOT, GPT y
ICDH) .

2.- Los incrementos en la actividad de la glutation S-transferasa
y de la gamma-glutamil transferasa unidos a la deplecién de glu-
tation y a la cohcentracién elevada de malondialdehido y de cal-
cio intracelular, son pruebas de lesién hepdtica y lipoperoxida-
cién, La deplecidn del glutation (6éh) precedid al incremento de
malondialdehido (24-36h}.

3.~ La aparicidén de factores de crecimiento en suero de ratas
tratadas con tiocacetamida fué maxima a las 12 horas de adminis-
trar el hepatotéxico y minima a las 24 horas, por tanto precede
en 12 horas a la necroasis,

4.- Los hepatocitos aislados de higado de ratas tratadas con
tiocacetamida muestran comportamientos diferentes al de los hepa-
tocitos de rata adulta. Entre é&stos hay que citar:

a} Por andlisis citométrico del tamafio, complejidad y autofluo-
rescencia a 530 nm se ha demostrado la existencia de poblaciones
diferentes con caracteristicas de adultos, fetales e intermedios,

b) El andlisis citométrico del DNA genfémico en las distintas
fases del ciclo celular durante la necrosis y regeneraciédn ha
mostrado, a las 24 y 48 horas perfiles con una elevada analogia

c¢on los fetales.
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c) La adicidén de glucagdn a cultivos de hepatocitos de ratas con
tiocacetamida no produjo variacién alguna en la concentracidn de
fructosa 2,6~bisfosfato, mientras que en hepatocitos control el
efecto de esta hormona inhibié notablemente la formacidn de este
metabolito. El glucagdn administrado in vivo no predujo respuesta
alguna en los enzimas: glucbgeno fosforilasa a, hexoguinasa,
glucoguinasa, PFK-2 y piruvate guinasa.

d) La concentracién de fructosa 2,6-pisfosfato en hepatocitos
tratados con TAM fue un 30 % menor gue en hepatocites control,
nientras que la liberacidén de lactato fue superior.

e) La PFK-2 purificada parclalmente de hepatocitos post necrdti-
cos fue poco sensible a la inhibicidn del sn-glicerol 3 fosfato,

£f) En cultives primarios de hepatocitos post necréticos, el PMA,
al igual que la bombesina y la insulina, produjo un notable in-
cremento en la actividad de la PFK-2 y la concentracidén de
fructosa 2,6-bisfosfato. Sin embargo, los hepatocitos control no
respondieron a la accién del PMA,

5.- A las 6 horas de la administracién de tiocacetamida el glucé-
geno descendid bruscamente mostrando a las 48 horas niveles infe-
riores al 10 % del control. La glucosa plasmiatica no experimentd
variaciaciones.

6.- Por efecto de TAM la glucoquinasa {glucosa 100 mM) descendid
a las 6 horas, mientras gque las hexoguinasas (glucosa 0,5 mM y
fructosa 33 mM) incrementaron paulatinamente hasta alcanzar a las
36 y 48 horas actividades significativamente elevadas.

7 .- Estos resultados sugieren la existencia de formas iscenzimi-
ticas en higado en regeneracién post necrética inducida por la
ticacetamida andlogas a las que se encuentran en higado fetal.
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